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 A anemia das células falciformes (ACF) é uma anemia hereditária autossómica recessiva 
caracterizada pela presença de hemoglobina S (HbS). Esta doença é causada por uma mutação no gene 
da beta-globina o que provoca uma substituição de um aminoácido na sexta posição da cadeia beta-
globínica. A vaso-oclusão e a anemia hemolítica são as principais características desta doença, contudo 
os doentes com ACF apresentam uma variabilidade clínica e hematológica que não pode ser explicada 
apenas pela mutação no gene da beta-globina. Outros moduladores genéticos e efeitos ambientais são 
importantes no fenótipo desta doença. Terapias específicas são necessárias para as diferentes 
manifestações clínicas da anemia das células falciformes, tais como a hidroxiureia, profilaxia com 
penicilina e vacinação, administração de analgésicos e transfusões sanguíneas. Estas terapias têm 
vários riscos associados. Os indivíduos com ACF também apresentam uma deficiência em arginina que 
contribui para uma perda da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO - Nitric Oxide). A suplementação 
oral em citrulina aumenta os níveis de arginina mais eficientemente que a própria arginina, 
aumentando assim a produção de NO. 
O principal objetivo deste trabalho foi estudar a associação entre parâmetros hematológicos ou 
bioquímicos e variantes em genes candidatos. Este estudo teve também como objetivo estudar os 
efeitos da suplementação oral de citrulina na ACF. O estudo foi realizado em 26 doentes em idade 
pediátrica. Os parâmetros analisados foram hemoglobina total, HbS, bilirrubina, lactato desidrogenase 
(LDH), red cell distribution width (RDW), reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, fosfatase ácida, 
mieloperoxidase, redutase da metahemoglobina e redutase transmembranar e a genética inclui-o o 
gene HBA, o agrupamento génico HBB e os genes BCL11A, eNOS, HMOX-1, MTHFR e MPO.  
Os resultados deste estudo mostram uma associação estatisticamente significativa entre alguns 
parâmetros estudados e variantes genéticas, nomeadamente: 1) níveis mais elevados nas 
concentrações da mieloperoxidase e o haplótipo Senegal, 2) níveis mais elevados da atividade da 
fosfatase ácida e a deleção alfa-talassémica -3.7, 3) níveis mais elevados de reticulócitos e o genótipo 
TT do rs2070744 no gene eNOS, 4) níveis mais elevados de LDH e o genótipos TT do rs2070744 no gene 
eNOS, 5) níveis mais elevados de reticulócitos e o genótipo GG do rs1799983 no gene eNOS, 6) níveis 
mais elevados de LDH e o genótipo GG do rs1799983 no gene eNOS e 7) níveis mais elevados de 
neutrófilos e o alelo 4a do VNTR do intrão 4 no gene eNOS. Existe ainda uma diferença significativa nas 
concentrações de MPO entre os doentes estudados e o grupo controlo. Relativamente aos efeitos da 
suplementação oral com citrulina nestes doentes, não foram encontradas diferenças estatisticamente 
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significativas nos parâmetros hematológicos ou bioquímicos estudados entre os meses da toma do 
suplemento. Contudo, foi relatada uma melhoria clínica nos doentes. 
Os resultados deste estudo reforçam a importância do NO na ACF.  Pode presumir-se que o NO e 
possivelmente os seus percursores, como a citrulina, possam ser utilizados como terapia nestes 
doentes. Contudo, os resultados deste estudo deverão ser confirmados num maior grupo de doentes.  
 

























Sickle cell anemia (SCA) is an autosomal recessive hereditary anemia characterized by the 
presence of hemoglobin S (HbS). This disease is caused by a single point mutation in the beta-globin 
gene with a corresponding amino acid substitution at the sixth position of the beta-globin chain. Vaso-
occlusion and hemolytic anemia are the major features of this disease, however SCA patients present 
clinical and hematologic variability that cannot be only explained by the single mutation. Others 
genetic modifiers and environmental factors are important for the clinical phenotype. Specific 
therapies are used to improve clinical manifestations of sickle cell anemia, such as hydroxyurea, 
vaccination and penicillin prophylaxis, administration of painkillers and blood transfusions. However, 
these therapies presente several risk factors. SCA patients present arginine deficiency that contributes 
to a lower nitric oxide (NO) bioactivity. Oral supplementation with citrulline increases arginine levels 
more efficiently than arginine itself and promotes nitric oxide production. 
The main aim of this work was to determine the association between hematological or 
biochemical parameters and genetic variants from several candidate genes. It was also intended to 
study the effects of oral citrulline supplementation in SCA. The study was performed in 26 paediatric 
patients. The parameters were: total Hb, HbS, bilirubin, lactate dehydrogenase (LDH), red cell 
distribution width (RDW), reticulocyte count, leukocytes, neutrophils, acid phosphatase, 
myeloperoxidase, methemoglobin reductase e transmembrane reductase, and the genetics was: HBA 
gene, HBB cluster and the genes BCL11A, eNOS, HMOX-1, MTHFR and MPO.  
Results of this study show a significant statistical association between some parameters and 
genetic variants: 1) higher levels of myeloperoxidase concentrations were associated with haplotype 
Senegal, 2) higher levels of acid phosphatase activity were associated with the 3.7-kb deletion at HBA 
gene, 3) higher levels of reticulocytes were associated with rs2070744_TT at eNOS gene, 4) higher 
levels of LDH were associated with rs2070744_TT at eNOS gene, 5) higher levels of reticulocytes were 
associated with rs1799983_GG genotype at eNOS gene, 6) higher levels of LDH were associated with 
rs1799983_GG genotype at eNOS gene and 7) higher levels of neutrophils were associated with the 
eNOS4a allele. There is also a significance difference in MPO concentrations between SCA patients and 
the control group. Regarding the oral citrulline supplementation in SCA patients, the results show no 
significant statistical difference between the hematological and biochemical parameters between 




The results of this study reinforce the importance of NO bioactivity in SCA. We presume that NO, 
and possible its precursors such as citrulline, might be used as therapy to improve the quality of life of 
these patients. However, these results should be confirmed in a larger patient group. 
 












































ACF Anemia das Células Falciformes 
ARG Arginina  
ARMS Amplification-refractory Mutation System 
ASL Argininosucinato Liase  
ASS Argininosucinato Sintase 
AVC Acidente Vascular Cerebral  
BCL11A B-cell lymphoma/leukemia 
C Citosina 
CHGM  Concentração da Hemoglobina Globular Média 
CIT Citrulina   
CO2 Dióxido de Carbono  
DCF Doença das Células Falciformes  
DNA Ácido Desoxiribonucleico 
dNTP Desoxiribonucleósidos trifosfatados 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
EHW Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  
eNOS  Endothelial Nitric Oxide Synthase 
FA Fosfatase Ácida  
FAM 6-carboxifluoresceina  
G Guanina 
gl Grau de Liberdade 
GWAS  Genome Wide Association Studies 
Hb Hemoglobina 
HGM  Hemoglobina Globular Média 
HMIP  HBS1L MYB Intergenic Polymorphisms 
HMOX-1  Gene de codifica para a hemoxigenase  
HO Hemoxigenase  
Hp Haptoglobina   
HPLC High Performance Liquid Chromatography  
HS Hypersensitive Site 
HU Hidroxiureia  
kb Kilobase 
L Long 
LCR Locus Control Region  
LDH Lactato Desidrogenase 
M Medium 
MCS Multispecies Conserved Sequences 
MetaHb Metahemoglobina  
MPO  Mieloperoxidase 
MTHFR Methylenetetrahydrofolate Reductase 
NADH  Nicotinamida Adenina Dinucleótido  















NOS Nitric Oxide Synthase 
O2 Oxigénio 
OR Odds Ratio  
PAGE  Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
pb Pares de Bases 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
PHHF Persistência Hereditária de Hemoglobina Fetal  
pNP p-nitrofenolato 
pNPP p-nitrofenilfosfato  
QTL  Quantitative Trait Locus 
RDW Red Cell Volume Distribution Width  
RFLP  Restriction Fragment Length Polymorphism 
RMTHb Redutase da Metahemoglobina 
ROS Reactive Oxygen Species 
rpm Rotações por Minuto  
RTM Redutase Transmembranar  
S Short 
SNP Single Nucleotide Polymorphism 
STA Síndrome Torácica Aguda  
STR  Short Tandem Repeat 
T Timina 
VGM  Volume Globular Médio 
VNTR Variable Number Tandem Repeat 
 Qui-quadrado  
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A hemoglobina (Hb) (Figura 1-1) é uma metaloproteína tetramérica presente no interior dos 
eritrócitos, cuja principal função é o transporte do oxigénio (O2) para os tecidos. Esta metaloproteína 
é composta por dois pares de cadeias polipeptídicas, as globinas, cada uma das quais está ligada a 
um grupo heme que contem ferro (Bain, 2006). O grupo heme é essencial para o transporte de 
oxigénio, enquanto a globina serve para proteger o grupo heme da oxidação, permitindo a variação 
da afinidade ao oxigénio (Helms & Kim-shapiro, 2013). Existem vários tipos de hemoglobinas que 
diferem entre si na composição das cadeias globínicas. As globinas são codificadas, no Homem, por 
dois agrupamentos génicos nos cromossomas 11 e 16, sendo que estes genes estão dispostos de um 
modo sequencial no sentido 5'→3' de acordo com a ordem de ativação e expressão durante a 
ontogénese. Todos os genes globínicos partilham estrutura semelhante, sendo constituídos por três 










1.1.1. Organização e estrutura dos genes globínicos humanos  
 
O agrupamento α-globínico (Figura 1-2a) localiza-se próximo do telómero do cromossoma 16 
(16p13.3), ocupando uma região de cerca de 28 kb. É composto, no sentido 5'→3', pelo gene zeta (), 
pelo pseudogene zeta (), por dois pseudogenes alfa (2 e 1), por dois genes alfa (2 e 1) e 
Figura 1-1 - Estrutura quaternária da molécula de hemoglobina. A hemoglobina é uma metaloproteína 
tetramérica composta por duas cadeias do tipo  e duas cadeias do tipo . Cada cadeia possui um polipéptido 




pelo gene teta (θ), de função desconhecida (Bain, 2006). A expressão destes genes é regulada por uma 
região em cis, a montante deste agrupamento génico. Esta região genómica é constituída por quatro 
sequências conservadas entre espécies (MCS- Multispecies Conserved Sequences) associadas a locais 
hipersensíveis à ação da enzima DNaseI (HS-Hypersensitive Site), específicos de tecido eritroide, 
designados no Homem por HS-48, HS-40, HS-33 e HS-10, consoante a sua distância em kb 
relativamente ao gene da –globina. Destes quatro locais, salienta-se o HS-40 que é o principal 
elemento regulador da expressão génica deste agrupamento. Nos seres humanos, deleções no HS-40 
dão origem a severas reduções da expressão de -globina (Voon & Vadolas, 2008). 
O agrupamento -globínico (Figura 1-2b) encontra-se no cromossoma 11 (11p15.5) e engloba 
cerca de 100 kb. É composto, no sentido 5 '→ 3', pelo gene , por dois genes  (G e  A), pelo 
pseudogene  e pelos genes  e (Bain, 2006). Os pseudogenes presentes tanto neste agrupamento 
como no agrupamento α-globínico são homólogos não funcionais dos genes globínicos, sendo estes 
transcritos mas não traduzidos não sendo, portanto, expressos (Bain, 2006). O agrupamento da β-
globina contém, também, 6 a 25 kb a montante dos respetivos genes, uma região de controlo do locus 
(LCR- Locus Control Region) com 5 sítios hipersensíveis à DNaseI (HS-1 a HS-4 específicos de eritrócitos 
e HS-5 ubíquo). Estes sítios correspondem a regiões cuja estrutura da cromatina permite interações 
com fatores de transcrição, assumindo uma importância crucial na regulação da expressão dos genes 
deste agrupamento (Fu et al, 2002). Nos seres humanos, deleções no LCR, dão origem a -talassémia 









Figura 1-2 - Representação esquemática dos agrupamentos génicos globínicos α (a) e β (b). a) O agrupamento 
α-globínico é composto pelo gene , pelo pseudogene , por dois pseudogenes alfa (2 e 1), por dois 
genes alfa (2 e 1) e pelo gene θ e ainda contem, a montante dos genes, locais hipersensíveis à ação da enzima 
DNaseI (locais HS), destacando-se HS-40. b) O agrupamento -globínico é composto pelo gene , por dois genes 
 (G e  A), pelo pseudogene () e pelos genes  eEste agrupamento ainda contem, a montante dos 




1.1.2. Expressão diferencial dos genes globínicos ao longo do desenvolvimento 
 
Durante a ontogénese a expressão dos genes globínicos é rigorosamente coordenada, dando 
origem a diferentes tipos de hemoglobinas nos vários estadios do desenvolvimento, segundo as 
cadeias que estão a ser expressas em cada agrupamento génico. Como tal, cada agrupamento de genes 
globínicos está sujeito à ocorrência de eventos comutativos (switching), durante os quais a expressão 
génica de alguns genes é silenciada e a de outros ativada. Estes eventos representam um dos mais 
intrigantes e estudados mecanismos de regulação da expressão génica que leva a alterações 
progressivas e sequenciais na expressão de genes globínicos embrionários, fetais e adultos, permitindo 
assim, sintetizar diferentes tipos de tetrâmeros de hemoglobina (Stamatoyannopoulos, 2005; Grosso 
et al, 2012).  
A síntese de Hb humana envolve dois eventos comutativos, um deles por volta da sexta semana 
de gestação (comutação embrionária) e o outro ao nascimento (comutação fetal) (Figura 1-3). Os 
primeiros genes a serem expressos são os genes  globina (tipo) e -globina (tipo ) sintetizados no 
saco vitelino, dando origem a Hb Gower 1 (). Em seguida, o fígado torna-se então o local 
predominante da eritropoiese, a síntese de cadeias  e é ativada, originando-se a Hb embrionária 
Gower 2 () e a Hb Portland (). A expressão dos genes  globina e -globina é silenciada e as 
hemoglobinas embrionárias são progressivamente e completamente substituídas pela Hemoglobina 
fetal, Hb F (). Após o nascimento, a HbF tem um declínio gradual, até que na fase adulta apenas 
representa menos de 1% da Hb total do sangue. É também após o nascimento que se dá o segundo 
evento de comutação, com a ativação do gene da β-globina nas células eritroides da medula óssea. O 
gene δ-globina mantém a sua expressão a partir do nascimento. Concomitantemente, ocorre o 
silenciamento dos genes fetais -globínicos. A expressão destes genes vai manter-se estável ao longo 
da vida adulta e as suas cadeias globínicas respetivas, vão associar-se com duas cadeias α-globina 
originando a HbA (α2β2), que representa cerca de 97% da hemoglobina total de um adulto, e a HbA2 
(α2δ2) que é aproximadamente 2-3% do total de hemoglobina (Grosso et al, 2012). 
A transcrição de genes globínicos humanos é regulada ao longo da ontogenia por mecanismos 
complexos (Stamatoyannopoulos, 2005). O controlo transcricional da expressão de cada gene 
globínico requer regiões regulatórias a montante distais, bem como regiões proximais ao promotor. 
Os promotores de todos os genes globínicos partilham uma elevada homologia mas também têm 
sequências únicas que são responsáveis pela regulação específica ao longo dos estadios específicos do 
desenvolvimento. Todas as regiões promotoras também contêm sítios de ligação para fatores 
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transcricionais específicos. Todos estes elementos, através de interações diretas com o LCR e fatores 
de transcrição, atuam como reguladores positivos que são necessários para uma transcrição 
adequada. Vários outros elementos regulatórios positivos conhecidos como enhancers foram 
identificados dentro da sequência génica ou em regiões intergénicas que aumentam a atividade 
transcricional de certos promotores. Elementos silenciadores que atuam como repressores da 
expressão génica desempenham um papel no controlo do desenvolvimento da expressão dos genes 
globínicos, na comutação da produção de hemoglobina de embrionária para fetal e de fetal para 
adulta. Estes elementos encontram-se na região promotora distal do gene da –globina e dos genes 
da  –globina. O principal papel do LCR no agrupamento -globínico é conferir um estado específico 
de cromatina aberta no loci do gene e também permitir a interação de fatores transcricionais com 
promotores específicos dos genes globínicos, de forma específica ao longo do desenvolvimento. Assim, 
a expressão dos genes globínicos específicos dos diferentes estadios pode depender da localização dos 
genes no agrupamento bem como da disponibilidade de fatores de transcrição específicos do estadio 














Figura 1-3 - Representação esquemática da síntese das cadeias de globina durante o desenvolvimento. O eixo 
das abcissas representa a idade, em semanas, após a conceção e após o nascimento. O eixo das ordenadas 
corresponde à percentagem da síntese das cadeias de globina. Os genes embrionários são expressos durante as 
seis primeiras semanas de gestação. A primeira comutação ocorre por volta da sexta semana de gestação (1ª 
linha vertical) e a segunda logo após o nascimento. O nascimento é representado pela 2ª linha vertical (Adaptado 




1.2. Anemia das células falciformes 
 
As hemoglobinopatias são doenças monogénicas hereditárias autossómicas recessivas associadas 
à síntese de hemoglobina e podem ser classificadas como quantitativas, quando há redução ou 
ausência da síntese das cadeias globínicas (talassémias), ou como qualitativas, quando é sintetizada 
uma cadeia globínica estruturalmente diferente (variantes de hemoglobina) (Bain, 2006). Estas 
doenças são comuns em populações de regiões onde a malária era endémica como é o caso de África, 
bacia do mediterrâneo, o Médio Oriente, o subcontinente Indiano, o sudeste Asiático e o sul da China 
(Miranda et al, 2013). A -talassémia e a doença das células falciformes (DCF), causadas por lesões que 
afetam o gene da -globina, são as doenças genéticas mais comuns no mundo, constituindo um grave 
problema de saúde pública (Thein & Menzel, 2009). 
A doença das células falciformes é uma doença que se caracteriza pela síntese de variantes 
estruturais de hemoglobina causando uma malformação e hemólise de glóbulos vermelhos. O primeiro 
relato desta doença foi feito em 1910 por James B. Herrick, em que publicou um caso de um paciente 
que tinha “glóbulos vermelhos alongados e peculiares em forma de foice” (Stanley & Christian, 2013). 
Estas células têm o nome de eritrócitos falciformes ou drepanócitos e são características desta doença 
(Figura 1-4). O termo doença das células falciformes é utilizado para se referir a todos os genótipos 
diferentes que causam características clínicas da síndrome, enquanto a anemia das células falciformes 
(ACF), a forma mais comum da DCF, se refere especificamente à homozigotia do alelo s (HbS). Outras 
formas da doença incluem indivíduos duplos heterozigóticos com uma mutação diferente no segundo 
alelo (-talassémia,+-talassémia ou variante C de hemoglobina - HbC) (Rees et al, 2010). Os 
indivíduos heterozigóticos ou portadores para a variante S de hemoglobina (HbAS) são clinicamente 
benignos na maioria das situações (Wood, 1999).  
A anemia das células falciformes é uma anemia hemolítica hereditária que se caracteriza pela 
predominância de uma variante da hemoglobina, a Hemoglobina S (HbS), que resulta da presença em 
homozigotia da mutação GAG>GTG, que é devida à substituição de um único nucleótido, no codão 6 
do gene da β-globina (HBB:c.20A>T), o que provoca a substituição de um resíduo de ácido glutâmico 
por valina no sexto aminoácido da cadeia β-globínica. Os indivíduos homozigóticos para HbS não 
sintetizam cadeias β-globina normais, apresentando completa ausência de HbA, apresentam como 
maior componente a HbS, que representa uma percentagem de hemoglobina total superior a 85%, 












A distribuição global de HbS deve-se à seleção positiva dos indivíduos heterozigóticos face à 
malária e migração subsequente. Foram descritos cinco haplótipos principais associados à mutação 
drepanocítica, nomeados de acordo com a região em que ocorreu a mutação (Benim, Bantu, 
Camarões, Senegal e Asiático), apoiando a hipótese de que a mutação drepanocítica ocorreu pelo 
menos quatro vezes em África e uma vez na Índia (Schnog et al, 2004).  
A prevalência de indivíduos afetados pela DCF é muito comum na África subsariana, estando 
estimado que surjam todos os anos cerca de 230 000 novos casos nesta região (0,74% dos nascimentos 
na África subsaariana). Por comparação, a estimativa anual de nascimentos com DCF reflete-se em 2 
600 casos na América do Norte e 1 300 na Europa (Rees et al, 2010). 
Em Portugal estima-se que a prevalência média de portadores de HbS é de 0,32%, atingindo 
valores mais elevados no distrito de Beja (1,11%) explicada pelo histórico de ocupação desta região 
por árabes e escravos africanos. Existem ainda bolsas de prevalência superiores a 5% em Coruche, 
Alcácer do Sal e Pias, regiões onde a malária foi endémica (Martins et al, 1993; Miranda et al, 2013). 
Hoje em dia ainda existe uma importação que resulta da contribuição da imigração recente 
proveniente de antigas colónias de África (Lavinha et al, 1992). Na população portuguesa os haplótipos 
mais frequentes são o Bantu e o Senegal, sendo mais raro o Benim, concentrando-se os primeiros nos 
locais onde a partir do século XV houve comércio de escravos enquanto o Benim está espalhado pelo 
sul do país. Isto significa que no que diz respeito à HbS, Portugal comporta-se como um país africano 
(Lamy et al, 1995). 
 
Figura 1-4 - Esfregaço de sangue periférico de um doente com anemia das células falciformes. As setas apontam 






1.2.2. Fisiopatologia e manifestações clínicas 
 
A fisiopatologia da ACF (Figura 1-5) resulta direta ou indiretamente da presença de células 
falciformes (Wood, 1999). A substituição de timina (T) por adenina (A) no codão 6 do gene da -globina 
provoca a substituição de um resíduo de ácido por um de valina, atribuindo-lhe uma nova propriedade 
de polimerização induzida por desoxigenação. A HbS desoxigenada interage de forma hidrofóbica com 
as cadeias adjacentes (ligação entre as cadeias 1 e 2 de duas moléculas de hemoglobina) e à medida 
que polimeriza e as fibras alinham, dá-se uma distorção do eritrócito e uma diminuição da sua 
flexibilidade. Os eritrócitos falciformes, devido à sua forma irregular, apresentam uma propensão 
aumentada para aderir às paredes dos vasos sanguíneos causando vaso-oclusão. Os eritrócitos 
falciformes são também extremamente suscetíveis à hemólise, o que desencadeia uma anemia 
hemolítica crónica (Rees et al, 2010).  
Um papel importante da hemólise na biodisponibilidade de óxido nítrico (NO-nitric oxide) tem sido 
estabelecido. A Hemoglobina livre no plasma vai gerar espécies reativas de oxigénio (ROS-reactive 
oxygen species) que são potentes captadores de NO. A hemólise também liberta arginase eritrocitária 
no plasma. A arginase metaboliza arginina (ARG) no plasma em ornitina, diminuindo o substrato 
necessário para a síntese de NO e leva à diminuição da biodisponibilidade do NO em doentes com ACF 
(Rees et al, 2010).  
O principal determinante para a severidade da doença é a extensão e taxa de polimerização de 
HbS (Rees et al, 2010). Vários fatores interferem com a sua polimerização. Decréscimos no pH (que 
reduzem a afinidade da hemoglobina para o oxigénio) aumentam a polimerização de HbS, assim como 
um aumento da temperatura. A concentração de HbS nos eritrócitos tem uma grande importância, 
com maiores concentração de HbS levando a uma maior taxa de polimerização (Schnog et al, 2004). 
Outro determinante para a polimerização é a presença de outras hemoglobinas, como HbF e HbA2 
(Schnog et al, 2004), ou a co-herança de alfa-talassémia (Rees et al, 2010) que limitam a polimerização 



























Figura 1-5 - Fisiopatologia da anemia das células falciformes. Na hemoglobina S (HbS), a substituição de timina 
(T) por adenina (A) no codão 6 do gene da -blobina, provoca a substituição de um resíduo de ácido por um de 
valina. Quando desoxigenada, HbS polimeriza, resultando na distorção do eritrócito e danos na membrana. 




A anemia das células falciformes é caracterizada por manifestações clínicas de gravidade variável 
que se devem essencialmente aos fenómenos de hemólise e vaso-oclusão (Schnog et al, 2004). 
A anemia hemolítica ocorre em todas as formas significativas de DCF, mas é menos grave em 
doentes com co-herança de talassémia, HbSC ou elevado nível de HbF. A sobrevivência dos eritrócitos 
é estimada como sendo cerca de 17 dias em doentes com ACF, em contraste com 120 dias em pessoas 
saudáveis (Schnog et al, 2004). A hemólise intravascular na ACF resulta de alterações de membrana 
induzidas pela falciformação, desidratação celular e dano direto da membrana pelos polímeros rígidos 
de HbS. A destruição de monócitos e macrófagos de células na microcirculação também contribui para 
o encurtamento do tempo de vida dos eritrócitos (Schnog et al, 2004). No recém-nascido a doença é 
praticamente assintomática, uma vez que a hemoglobina é composta maioritariamente por HbF. 
Quando HbF começa a ser substituída por HbS, surge a sintomatologia. Embora exista uma grande 
variabilidade entre os doentes, o nível de hemoglobina permanece relativamente constante até à 
quarta década de vida. Depois disso, os níveis de hemoglobina caem, possivelmente como resultado 
do declínio da função renal e insuficiência da medula (Schnog et al, 2004). As consequências da anemia 
hemolítica na ACF são diversas. De forma a compensar a reduzida capacidade de transporte de 
oxigénio, os doentes com ACF têm uma circulação hiperdinâmica com um volume do plasma 
expandido e desenvolvem cardiomiopatia numa idade precoce. Como resultado da hemólise crónica 
há um aumento dos níveis de bilirrubina não conjugada, levando a icterícia e uma elevada incidência 
de cálculos biliares (Schnog et al, 2004). Hipertensão pulmonar, priapismo, úlceras de perna, colelitíase 
e possivelmente acidente vascular cerebral (AVC) são outros sub-fenótipos da doença que estão 
relacionadas com a intensidade de hemólise (Rees et al, 2010). 
A vaso-oclusão é responsável pela maioria das complicações relacionadas com ACF. Os eventos de 
vaso-oclusão na microcirculação despoletam isquemia nos tecidos, que por sua vez originam dores 
fortes, crónicas ou agudas, potencialmente em qualquer órgão do corpo incluindo os ossos, os 
pulmões, o fígado, os rins, os olhos, o cérebro e as articulações. As causas mais frequentes de 
internamento de doentes com ACF são as crises dolorosas. Em crianças, as crises dolorosas estão 
frequentemente associadas com dactilites o que pode desencadear a falência de crescimento dos 
ossos dos dedos, apresentando-se estes deformados e encurtados. Uma outra causa frequente de 
hospitalização e uma das principais causas de morte é a síndrome torácica aguda (STA), que ocorre em 
15-40% dos doentes com ACF. Fatores de risco para a STA são: STA prévio, elevada contagem de 
leucócitos e menor percentagem de HbF (Schnog et al, 2004). O AVC ocorre em até 11% dos doentes 
com ACF antes da terceira década de vida, e é uma das complicações mais devastadoras e uma das 
10 
 
principais causas de morte. Tanto o AVC isquémico como o AVC hemorrágico ocorrem em todas as 
idades, embora o AVC isquémico ocorra mais frequentemente em doentes mais jovens e o 
hemorrágico é mais frequente em doentes na terceira década de vida. Fatores de risco para AVC 
incluem baixos níveis de Hb, contagens elevadas de leucócitos, dactilite em crianças, hipoxemia 
noturna, baixos níveis de HbF e elevados níveis de homocisteína, assim como STA recentes ou 
frequentes e hipertensão sistólica. O comprometimento cognitivo tem sido associado a lesões 
cerebrais isquémicas na ausência do AVC. Esta doença cerebral silenciosa pode ocorrer em até um 
terço dos doentes com DCF e também está associado com um aumento do risco para AVC. Outras 
complicações importantes da ACF são necrose avascular, alterações da função renal e da função 
esplénica. De facto, o baço é um dos primeiros órgãos a ser afetado na ACF. Na maioria das crianças 
com ACF, um período de hiperesplenismo é seguido pela atrofia do baço (Schnog et al, 2004). Este 
evento torna os doentes suscetíveis a infeções por microrganismos. As infeções bacterianas ainda são 




O diagnóstico da ACF deve ser ponderado em doentes com anemia hemolítica ou qualquer uma 
das síndromes clínicas descritas acima. A anemia hemolítica, caracterizada por baixos níveis de 
hemoglobina (6 e 8 g/dL) e hematócrito, elevada contagem de reticulócitos, elevados níveis séricos de 
lactato desidrogenase (LDH) e baixos níveis séricos de haptoglobina, está presente na grande maioria 
destes doentes (Roseff, 2009; Schnog et al, 2004). Outra consequência da elevada taxa de hemólise é 
a acumulação de bilirrubina não conjugada ou indireta (Roseff, 2009). O red cell volume distribution 
width (RDW) também se encontra elevado nestes doentes (Roberts & El Badawi, 1985). O volume 
globular médio (VGM) é normal a ligeiramente elevado. Os eritrócitos falciformes podem ser 
visualizados num esfregaço de rotina de sangue periférico. O teste de solubilidade da hemoglobina 
pode ser utilizado como um teste de rastreio rápido para a presença de HbS, mas não permite 
distinguir entre os diferentes genótipos. Eletroforese de hemoglobina, cromatografia líquida de 
elevada eficiência (HPLC- High Performance Liquid Chromatography) e focagem isoelétrica podem ser 
utilizadas para determinar a presença de variantes de Hb. A pesquisa da mutação drepanocítica por 
biologia molecular é realizada se houver necessidade de confirmar o resultado bioquímico ou em 




1.2.4. Fatores moduladores da anemia das células falciformes 
 
Embora seja uma doença monogénica autossómica recessiva, a anemia das células falciformes 
caracteriza-se por uma grande variabilidade do seu fenótipo clínico. Esta variabilidade pode ser 
atribuída a fatores ambientais e fatores genéticos que poderão modular o fenótipo desta doença (Driss 
et al, 2009). Ao longo dos últimos anos vários estudos de associação genótipo-fenótipo foram 
realizados para identificar moduladores genéticos desta doença. Até ao momento considera-se que os 
principais moduladores desta doença são a co-herança de α-talassémia e a concentração de 




A -talassemia é causada pela produção reduzida ou ausente das cadeias de α-globina (HBA) 
(Galanello & Cao, 2011). Em mais de 30% de doentes de origem Africana com DCF existem traços de 
-talassémia, sendo geralmente heterozigóticos ou homozigóticos para a deleção –α3,7 kb (Steinberg 
& Sebastiani, 2012). Em algumas populações, como a Índia, está presente em mais de 50% dos doentes 
com DCF (Rees et al, 2010). A co-herança de -talassémia na DCF modifica o seu fenótipo hematológico 
e clínico. A -talassémia modula a ACF por diminuir a concentração de intracelular de HbS e 
consequentemente a sua polimerização, o que resulta numa diminuição das taxas de hemólise (Rees 
et al, 2010; Steinberg & Sebastiani, 2012). A -talassémia também provoca uma redução do VGM, da 
hemoglobina globular média (HGM) e da concentração da hemoglobina globular média (CHGM) dos 
eritrócitos falciformes (Steinberg & Embury, 1986). Também se verifica um aumento no nível de HbA2 
e uma diminuição dos níveis de bilirrubina e da enzima LDH. Resulta ainda num prolongamento do 
tempo de vida do glóbulo vermelho devido à redução do número de células rígidas e densas, o que 
leva a um menor grau de hemólise, diminuição das contagens de reticulócitos e hematócrito mais 
elevado. Estas alterações dependem dos genes -globínicos delecionados (Steinberg & Sebastiani, 
2012).  
Os efeitos clínicos da -talassémia são variáveis e geralmente benéficos para o doente. A 
coexistência de -talassémia está associada a menores complicações como acidentes vasculares 
cerebrais e ulceras das pernas (Taylor VI et al, 2008). Outros estudos realizados mostraram que outras 
manifestações da doença, priapismo (Nolan et al, 2005) e função esplénica (Wali et al, 2002), também 
parecem beneficiar da coexistência de -talassémia. Por outro lado parece estar associada a aumento 
de outras complicações como os episódios de dor, síndrome torácica aguda e osteonecrose, 
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complicações associadas ao aumento da viscosidade sanguínea em doentes com ACF com -talassémia 
(Steinberg & Sebastiani, 2012).  
 
1.2.4.2. Hemoglobina fetal 
 
A hemoglobina fetal é o modulador mais importante das características clínicas e hematológicas 
da ACF porque, exercendo a sua ação benéfica a nível celular, permite não só por diminuir a 
concentração da HbS mas também inibir a sua polimerização (Poillon et al, 1993). 
Entre os doentes com anemia de células falciformes a concentração de HbF pode variar entre 0,1% 
e 30% com uma média de cerca de 8% (Steinberg, 2005). Os níveis de HbF aumentados conferem 
grandes benefícios clínicos e estão associados principalmente a uma taxa reduzida de episódios de dor 
agudos, menos úlceras de pernas, menos osteonecrose, síndrome torácica aguda menos frequente e 
maior longevidade (Akinsheye et al, 2011). Contudo o nível de HbF não tem sido associado à proteção 
para hipertensão pulmonar, AVC ou priapismo. Isto parece paradoxal uma vez que a expressão de HbF 
na ACF é conhecida como estando associada com uma diminuição da hemólise. A solução para este 
paradoxo parece estar na elevada taxa de hemólise na fração de eritrócitos que não expressam HbF 
(Schnog et al, 2004). Os resultados de um estudo realizado em doentes com ACF sugeriram que o limiar 
de HbF adequado para a prevenção de lesões nos órgãos era de 10% enquanto para a prevenção de 
eventos clínicos recorrentes era de 20% (Powars et al, 1984). 
O grau da persistência de HbF varia grandemente entre indivíduos adultos e essa variabilidade é 
largamente controlada geneticamente. A persistência hereditária de hemoglobina fetal (PHHF) é um 
termo descritivo para uma gama de alterações geneticamente determinadas em que os níveis de HbF 
se mantêm elevados na vida adulta, na ausência de outras doenças hematológicas (Thein & Menzel, 
2009). Quando estas alterações se devem a mutações pontuais nos promotores dos genes -globina 
ou a deleções no agrupamento β-globínico, chama-se PHHF pancelular. Estas formas mendelianas de 
PHHF são raras e não explicam a forma comum de persistência hereditária de hemoglobina fetal, a 
heterocelular que corresponde a um traço genético quantitativo (Thein & Menzel, 2009). Estudos 
genéticos identificaram três principais traços quantitativos (QTL-Quantitative Trait Locus), 
relativamente ao agrupamento -globínico um em cis, o polimorfismo XmnI na região promotora dos 
genes G globina, e dois em trans, o locus BCL11A (B-cell lymphoma/leukemia 11A) no cromossoma 2 
e o locus HMIP (HBS1L MYB Intergenic Polymorphisms) no cromossoma 6 (Rees et al, 2010; Steinberg 





1.2.4.2.1. Haplótipos no agrupamento beta-globínico 
 
Como referido anteriormente, a mutação drepanocítica parece ter tido origem pelo menos cinco 
vezes. Foram descritos quatro haplótipos em África, conhecidos como Senegal, Benim, Bantu e 
Camarões e um na Arábia Saudita e India, o Arabo-indiano ou Asiático (Schnog et al, 2004).  
Os níveis de HbF variam de acordo com o haplótipo e estão relacionados com diferentes 
severidades de manifestações clínicas. Níveis mais elevados de hemoglobina fetal estão associados 
com os haplótipos Senegal e Asiático, o que confere um fenótipo hematológico e clínico mais suave 
em comparação com os outros haplótipos africanos (Benim, Bantu e Camarões). Os indivíduos Benim 
normalmente têm características intermédias e os indivíduos com haplótipo Bantu têm níveis de HbF 
e hematócrito menores apresentando um fenótipo mais grave. Estas diferenças foram atribuídas à co-
herança de polimorfismos ou variantes genéticas que afetam os motivos reguladores no interior ou na 
proximidade do gene da -globina (HBB) (Driss et al, 2009; Thein & Menzel, 2009). O mais conhecido 
é um polimorfismo de um nucleótido (SNP- Single Nucleotide Polymorphism) (C/T) na posição -158 
do promotor do HBG2 (gene da -globina) que cria um sítio de restrição para a enzima XmnI (Gilman 
& Huisman, 1985; Thein & Menzel, 2009), o SNP XmnI-HBG2 (rs7482144) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=7482144). O sítio XmnI-HBG2 (variante T a -158 de 
HBG2) é a característica comum aos haplótipos Senegal e Asiático, estando assim associado a níveis 
mais elevados de HbF e células F (as quantidades residuais de HbF em adultos estão distribuídas de 
forma desigual entre os eritrócitos, sendo que aqueles que contêm quantidades mensuráveis são 
denominados células F) ( (Driss et al, 2009; Thein et al, 2009). A variante T a – 158 de HBG2 foi também 
associada a PHHF tipo Suíço (Efremov et al, 1987). A influência da variante T de HBG2 poderá ser 
explicada pelo efeito direto na expressão génica de HBG2, suportada pelo relativo aumento de G 
globina nos portadores, mas estudos funcionais in vitro têm sido inconclusivos (Thein et al, 2009). 
Na população em geral o sítio XmnI-HBG2 é comum encontrando-se presente em cerca de 30% da 
maioria dos grupos populacionais incluindo Europeus, Africanos e Asiáticos. Este sítio provoca um 
efeito mínimo nos níveis de HbF em indivíduos normais ou portadores de HbS, mas na presença de 
anemia pode desencadear um aumento da produção de HbF, a níveis que podem atenuar a gravidade 
clínica (Thein & Menzel, 2009).  
Embora a presença em cis do sítio XmnI-HBG2 seja um fator modulador dos níveis de HbF, dentro 
de cada haplótipo existe uma considerável heterogeneidade de HbF, sugerindo que elementos 
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genéticos em trans relativamente ao agrupamento -globínico também afetam a expressão do gene 




O gene BCL11A, situado no cromossoma 2p15, que codifica uma proteína dedo de zinco, foi 
primeiramente associado à patogenia de leucemias e linfomas (Menzel et al, 2007). Utilizando estudos 
de associação de genoma (GWAS-Genome-Wide Association Studies), polimorfismos no intrão 2 do 
gene BCL11A foram fortemente relacionados com o nível de HbF em pessoas saudáveis e em várias 
populações de doentes com -talassémia e ACF. Pelo seu efeito na concentração de HbF, BCL11A 
modifica as manifestações clínicas de ambas as doenças (Menzel et al, 2007; Sedgewick et al, 2008). 
Dos três principais QTLs moduladores dos níveis de HbF (XmnI-HBG2, HMIP e BCL11A), o BCL11A foi o 
que se correlacionou mais fortemente com a expressão da HbF (Sedgewick et al, 2008; Steinberg & 
Sebastiani, 2012). 
O genótipo BCL11A que está associado a elevados níveis de HbF está também associado à redução 
da expressão da proteína BCL11A (Bhanushali et al, 2015a). Sítios de ligação para BCL11A foram 
descritos em HS3 do LCR e uma região intergénica situada entre os genes A-globina e -globina 
utilizando técnicas de imunoprecipitação da cromatina (Akinsheye et al, 2011). Assim, a proteína 
BCL11A liga-se a regiões controlo distais e reconfigura o agrupamento β-globínico humano pelo 
looping cromossómico. Na presença de BCL11A, o LCR e o 3’HS1 interagem preferencialmente com os 
genes adultos (β-globina) ativos transcricionalmente nas células eritroides do tipo adulto. Na ausência 
de BCL11A, o looping intra-cromossomal é reconfigurado de tal modo que o LCR e o 3’HS1 favorecem 
fortemente a ligação aos genes fetais (-globina). Uma vez que o BCL11A não se liga aos promotores 
dos genes  é provável que outros fatores cooperem com o BCL11A no silenciamento. Assim foi 
sugerido que proteínas como SOX6 podem atuar como um cofator da BCL11A na mediação do 
switching globínico e no silenciamento da transcrição dos genes γ-globina (Xu et al, 2010).  
 Entre os SNPs mais estudados, está o SNP rs11886868 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=11886868). Vários estudos indicam que a 
presença do alelo C neste SNP está associado com valores de HbF mais elevados (Bhanushali et al, 






1.2.4.3. Sintase do óxido nítrico endotelial  
 
O endotélio desempenha um papel importante no controlo do tónus muscular através da 
produção de NO. Este é um potente agente vasodilatador, antioxidante, antiadesivo e antitrombótico 
que é sintetizado nas células endoteliais a partir do substrato L-arginina e de oxigénio pela ação da 
enzima sintase do óxido nítrico endotelial (eNOS- endothelial nitric oxide synthase) (Sharan et al, 2004; 
Thakur et al, 2014). O gene que codifica esta enzima localiza-se no cromossoma 7, em 7q35-36 
(Tantawy et al, 2015). 
Na drepanocitose observa-se um estado de resistência ao NO mediado pela inativação do NO pela 
Hb plasmática libertada na hemólise (Coelho et al, 2014). Para além disso também existe um aumento 
de arginase que degrada a arginina, percursor do NO. Como este atua como um vasodilatador 
endógeno, a sua depleção promove a vasoconstrição. Assim, as condições oxidativas produzidas quer 
pela hemólise dos eritrócitos quer pelas células endoteliais ativadas inibem a atividade da eNOS e 
podem modificar as manifestações clínicas da doença (Conran & Costa, 2009; Sharan et al, 2004). 
O nível de NO no plasma tem sido associado a variações alélicas do gene eNOS (Tsukada et al, 
1998). Entre as variantes mais estudadas responsáveis pela variação do nível de NO, estão incluídos 
um polimorfismo na região do promotor, o rs2070744 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2070744), outro no exão 7, o rs1799983 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1799983) e a repetição em tandem de 
número variável (VNTR-variable number tandem repeat) no intão 4 do gene eNOS. Estes polimorfismos 
têm sido associados com várias doenças como o enfarte do miocárdio (Kunnas et al, 2002), 
aterotrombose (Voetsch et al, 2004), artrite reumatoide (Melchers et al, 2006) e doença cardíaca 
coronária (Cattaruzza et al, 2004) na população em geral. Na AFC, um estudo considerou que a 
presença do alelo C do SNP rs2070744, que reduz significativamente a atividade do promotor do gene 
eNOS (Nakayama et al, 1999; Sharan et al, 2004), está associada com a síndrome toráxica aguda 
(Sharan et al, 2004). Por outro lado o alelo T parece ter um efeito protetor na hemólise na ACF, por ser 
associado com menores níveis de bilirrubina (Coelho et al, 2014). Um estudo recente sugeriu que alelo 
4a do VNTR intrão 4 do gene eNOS está relacionado com disfunção endotelial e vasculopatia na DCF 
(Tantawy et al, 2015). Outro estudo encontrou associação do haplótipo 4a-T-C (alelo 4a do VNTR intrão 
4, rs1799983 e rs2070744) com doentes com DCF com fenótipo severo, comparativamente ao 





1.2.4.4. Hemoxigenase 1 
 
Os eritrócitos falciformes têm elevadas taxas de lise, libertando grande quantidade de Hb no 
plasma. Cada molécula de Hb possui 4 grupos heme, este quando libertado da Hb induz inflamação 
vascular que leva ao stress oxidativo em indivíduos com ACF (Bean et al, 2012). 
A hemoxigenase (HO) é a principal enzima que catalisa a oxidação do grupo heme para gerar várias 
moléculas biologicamente ativas nomeadamente, o monóxido de carbono, a biliverdina e ião ferroso. 
O monóxido de carbono afeta várias funções celulares, incluindo inflamação, proliferação e apoptose. 
Já a biliverdina é subsequentemente reduzida a bilirrubina, ambas tendo propriedades antioxidantes. 
O ião ferroso induz a expressão da ferritina, a qual é crucial para o armazenamento do ferro (Maines, 
1988). Existem 3 isoformas de hemoxigenases que são o produto de diferentes genes. A isoforma 
induzível, HO-1 é normalmente expressa em vários tecidos como o fígado, baço, pulmão, cérebro, e 
endotélio, contudo é altamente induzível em resposta a uma variedade de estímulos, como heme, 
oxidantes, hipoxia e certas citocinas, de forma a proteger as células contra danos oxidativos e 
inflamatórios. O efeito citoprotetivo de HO-1 pode ser mediado através de efeitos anti-inflamatórios 
e antioxidantes da degradação do heme, bem como a ação de alguns dos seus produtos de catabolismo 
(Bean et al, 2012). 
O gene que codifica a HO-1 é o HMOX-1, localizado em 22q12 (Shibahara, 2003). Vários estudos 
têm analisado polimorfismos no gene HMOX-1 que podem influenciar o nível de hemoxigenase. Duas 
variantes no promotor do gene HMOX-1, o SNP rs2071746 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2071746) e uma região polimórfica 
constituída por repetições de 2 nucleótidos (GT)n (STR - Short Tandem Repeat), o rs3074372 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=3074372), têm sido associadas com a modulação 
dos níveis de hemoxigenase. A variante A do SNP rs2071746 foi descrita como conferindo uma maior 
atividade ao promotor do gene (Ono et al, 2004). Quanto à região polimórfica rs3074372, evidências 
sugerem que pessoas com um menor número de repetições GT têm uma maior expressão de 
hemoxigenase induzível (Hirai et al, 2003; Taha et al, 2010). Um estudo encontrou uma associação 
entre menor número de repetições GT e uma menor taxa de hospitalização por síndrome torácica 






1.2.4.5. Redutase do metilenotetrahidrofolato 
 
A hiperhomocisteinémia é um fator de risco estabelecido para doenças arteriais, incluindo 
acidente vascular cerebral, enfarte do miocárdio e doença arterial periférica (Neto et al, 2006). Em 
circunstâncias normais, a homocisteína é remetilada em metionina e caso necessário em folato. Nos 
doentes com ACF, a hemólise crónica provoca um elevado requerimento de folato necessário para a 
eritropoiese normal (Cumming et al, 1999). Indivíduos que apresentam uma deficiência em folato 
apresentam maiores níveis de homocisteína no sangue, e níveis mais elevados de homocisteína foram 
descritos em doentes SS com acidente vascular cerebral (Houston et al, 1997). 
A redutase do metilenotetrahidrofolato (MTHFR-methylenetetrahydrofolate reductase) é uma 
enzima que catalisa a redução de 5,10- metilenotetrahidrofolato para 5-metiltetrahidrofolato, uma 
das principais formas de folato no plasma e um dador de carbono na remetilação da homocisteína a 
metionina. A enzima é, portanto, responsável por reduzir os níveis de homocisteína no plasma 
(Ramkaran et al, 2015). O gene que codifica a enzima MTHFR localiza-se no cromossoma 1, em 1p36.3 
(Heijmans et al, 2003). Entre os polimorfismos estudados neste gene está o SNP rs1801133 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801133) no exão 4 do gene MTHFR 
(Teng et al, 2013), em que a substituição de C para T, leva à substituição do aminoácido valina por 
alanina. Esta substituição dá origem a uma forma mais termolábil do MTHFR, que causa uma 
diminuição da atividade enzimática (Lorenz et al, 2014). Vários estudos já associaram o genótipo TT a 
níveis aumentados de homocisteína no plasma (Anderson et al, 1997; Clarke et al, 2012; Nienaber-
Rousseau et al, 2013). Na AFC, também já têm sido feitos estudos que associam a presença do alelo T 





As infeções constituem uma causa comum de hospitalização em doentes com ACF. Embora muitos 
destes doentes tenham redução da função esplénica, os mecanismos que os tornam mais suscetíveis 
à infeção ainda não estão completamente compreendidos (Costa et al, 2005).  
A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima lisossomal encontrada em neutrófilos e monócitos e 
desempenha um papel importante no sistema de defesa do hospedeiro, proporcionando uma 
atividade microbicida contra um grande número de microrganismos. A deficiência em MPO está 
associada com uma maior ocorrência de processos inflamatórios (Costa et al, 2005; Barbosa et al, 
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2014). O gene que codifica a enzima MPO localiza-se no cromossoma 17, em 17q23.1 (Hamajima et al, 
2001). Entre os polimorfismos estudados para este gene está o SNP rs2333227 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2333227), localizado na região do 
promotor deste gene (G>A, na posição -463). Foi demonstrado que este polimorfismo reduz 
significativamente a transcrição do gene da MPO (Costa et al, 2005; London et al, 1997) e que pode 
modular a severidade de várias doenças como o cancro do pulmão (London et al, 1997), a doença 
periodontal (Meisel et al, 2002) e a aterosclerose (Nikpoor et al, 2001). As evidências de um estudo 
sugeriram que a variante A deste aumenta a suscetibilidade a infeções em doentes com ACF (Costa et 
al, 2005). Um outro estudo mais recente considerou que doentes com ACF homozigóticos AA tinham 





A ACF é caracterizada por uma libertação em excesso de heme livre, o que leva à formação de 
espécies reativas de oxigénio e produz stress oxidativo (Adekile & Haider, 2010). 
A haptoglobina (Hp) consiste numa glicoproteína de fase aguda presente no plasma, que contem 
duas cadeias polipeptídicas   e duas cadeias , ligadas covalentemente por pontes dissulfido (Wobeto 
et al, 2008). A sua principal função é ligar-se com alta afinidade à Hb livre, formando um complexo que 
não pode ser filtrado pelo rim e que será eliminado por hepatócitos. Ao fazer parte do mecanismo de 
eliminação da Hb livre pós-hemólise, a Hp protege o organismo de diversas lesões oxidantes por parte 
do ferro (Barbosa et al, 2014; Chintagari et al, 2015).  
O locus Hp localiza-se no cromossoma 16, em 16q22.1, é polimórfico com dois alelos principais 
codominantes, Hp1 e Hp2. Da sua combinação resultam três genótipos/fenótipos principais (Hp1-1, 
Hp2-1 e Hp2-2), que correspondem a proteínas com características físico-químicas e funcionais 
distintas. As cadeias são idênticas em todos os fenótipos de Hp e as variantes devem-se à presença 
das cadeias (Dzudzor et al, 2014). As frequências alélicas de Hp são marcadas por distribuições 
geográficas, de tal modo que uma menor frequência do alelo Hp1 é encontrada sudeste da Ásia e uma 
maior frequência na África e América do Sul (Adekile & Haider, 2010). Ainda existe um quarto fenótipo, 
Hp0, caracterizado pela ausência ou redução dos níveis de Hp no plasma, mostrando assim que Hp não 
é essencial para a sobrevivência humana. Este fenótipo pode ser secundário ao aumento de consumo 
ou redução de produção de Hp, como ocorre durante a hemólise vascular ou doenças de fígado, 




Cada um dos fenótipos tem diferente afinidade para a Hb. Hp1-1 capta com maior afinidade a Hb 
livre, reduzindo respostas inflamatórias associadas. O Hp 2-2 e o Hp 2-1 apresentam menor afinidade 
de ligação à Hb livre, sendo o Hp 2-2 o que apresenta afinidade mais baixa (Langlois & Delanghe, 1996; 
Wobeto et al, 2008). Têm sido feitos estudos que associam os fenótipos Hp com diferentes condições 
clínicas. O fenótipo Hp2-2 foi associado com enfarte do miocárdio como um preditor da gravidade e 
da extensão da lesão do miocárdio em pacientes com diferentes fatores de risco (Roguin et al, 2001). 
Por outro lado Hp1-1 parece proteger contra aterosclerose e outras complicações vasculares da 
diabetes mellitus também sendo protetora da hemorragia da retina (Adekile & Haider, 2010). Existem 
estudos que mostram uma associação entre o fenótipo Hp1-1 e a DCF (Moreira & Naoum, 1990; Santos 
et al, 2011).  
 
1.2.4.8. Fosfatase ácida do eritrócito 
 
 
A fosfatase ácida do eritrócito (FA) também designada ACP1, é uma enzima citoplasmática que 
pertence a uma grande família enzimática das fosfotirosina proteína fosfatases e que catalisa a 
hidrólise de fosfotirosinas presentes em várias proteínas. Esta enzima de baixo peso molecular 
codificada pelo gene ACP1 é polimórfica (três alelos A, B e C) (Silva et al, 2001, 2006), sendo a sua 
função modulada por ROS (Guerra et al, 2002). Das ações descritas, uma das mais importantes é a 
inibição da resposta a fatores de crescimento nomeadamente ao fator de crescimento derivado das 
plaquetas, através da hidrólise das fosfotirosinas de proteínas fosforiladas que ficam inativas. Outras 
ações são a regulação da glicólise, através da defosforilação da proteína de banda 3 e a transdução de 
sinais de mecanismos bioquímicos diversos intracelulares (Silva et al, 2001). Estudos indicam 
associação entre as atividades da redutase transmembranar (RTM) e da fosfatase sugerindo um papel 
nas reações redox de transdução de sinal mediadas pelos processos de fosforilação / defosforilação de 
tirosinas em proteínas (Silva et al, 2006).  
 
1.2.4.9. Redutase da metahemoglobina 
 
Os eritrócitos, devido à sua função de transporte de O2 e dióxido de carbono (CO2), encontram-se 
expostos a ROS. Estes possuem enzimas com funções antioxidantes, que estão localizadas quer na 
membrana celular quer no citoplasma. São estas enzimas que permitem garantir a integridade celular 
à sobrecarga do estado redox (Cruz et al, 1995).  
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Uma enzima que permite garantir a integridade celular à sobrecarga do estado redox é a enzima 
citoplasmática redutase da metahemoglobina (RMTHb), que consiste numa flavoproteína 
oxidoredutase existente nos eritrócitos que catalisa a redução de metahemoglobina (metaHb) a 
hemoglobina na presença de nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) e de um transportador de 
eletrões intermediário. Assim, um aumento da concentração de oxidantes no eritrócito está envolvido 
na ativação do RMTHb (Kuma, 1981). Deficiência da RMTHb pode resultar em metahemoglobinémia, 
uma patologia caracterizada por um excesso de metaHb nos eritrócitos e que diminui a capacidade 
transportadora de oxigénio nestas células (Jeney et al, 2002). 
Como referido anteriormente, na ACF há uma maior produção de espécies reativas de oxigénio. 
Tal irá predispor a hemoglobina à oxidação resultando na formação de metahemoglobina, uma forma 
disfuncional da hemoglobina incapaz de transportar oxigénio (Caboot et al, 2012; Naoum, 2000). Deste 
modo, a atividade da enzima RMTHb poderá ter um papel importante no fenótipo clínico destes 
doentes.  
 
1.2.4.10. Redutase transmembranar   
 
Outra enzima que que permite garantir a integridade celular à sobrecarga do estado redox é a 
redutase transmembranar, que permite a transferência dos eletrões para o exterior da célula, 
reduzindo deste modo os aniões permanentes (Cruz et al, 1995). É componente de um sistema redox 
transmembranar presente em todas as células, em particular nas células endoteliais, exprimindo-se no 
eritrócito as atividades mais elevadas por célula, que reduz o ferricianeto de potássio, na dependência 
do NADH e é ativada por alguns fatores de crescimento e também por agentes oxidantes extracelulares 
(Silva et al, 2006). A redutase transmembranar desempenha uma função importante na manutenção 
do equilíbrio redox no glóbulo visto ser responsável pela remoção de eletrões ao nível da membrana. 
Logo, a diminuição da sua atividade resulta no aumento da sobrecarga oxidante na célula, sendo 










1.2.5. Terapias no tratamento da anemia das células falciformes 
 
A prevenção de complicações precoces e terapias específicas para diferentes manifestações 
clínicas são importantes no plano global de tratamento para doentes com ACF. Analgésicos são 
essenciais para as pessoas que sofrem de crises de dor, assim como vacinação e profilaxia com 
penicilina para prevenir infeções. Além disso também é importante uma boa hidratação e 
suplementação com vitaminas. O ácido fólico é particularmente aconselhável para estes doentes, pois 
reduz os níveis de homocisteína (Roseff, 2009).  
Apesar de várias terapias farmacológicas terem sido estudadas, apenas se comprovou que a 
hidroxiureia (HU) reduz a incidência de crises dolorosas e síndrome torácica aguda. A HU é um inibidor 
da redutase ribonucleótida que provoca um aumento da expressão da HbF originando uma menor 
morbilidade e mortalidade associada a esta doença (Schnog et al, 2004). Além disso, também reduz a 
contagem de leucócitos, reticulócitos e plaquetas e influencia o metabolismo do óxido nítrico (Roseff, 
2009). Os efeitos da HU não são imediatos, levando alguns meses até se tornarem efetivos (Charache 
et al, 1995). Além disso estima-se que 40% dos doentes não respondam ao tratamento. Embora seja 
relativamente segura, existe a possibilidade de efeitos secundários a longo prazo, como 
mielosupressão e úlceras nas pernas (Schnog et al, 2004). Alguns doentes têm de interromper o 
tratamento porque a sua contagem de leucócitos se torna muito baixa. Existe ainda um potencial risco 
mutagénico (Imaga, 2013). Esta terapia é correntemente limitada a doentes severamente afetados e 
requer uma monitorização intensiva do doente (Schnog et al, 2004). 
As transfusões sanguíneas devem ser indicadas em situações específicas para doentes com 
sintomas e sinais de anemia crónica. Esta terapêutica dilui a HbS com a HbA o que é vantajoso para os 
doentes. Além disso, a transfusão irá suprimir a eritropoiese próprio do paciente. Contudo pode haver 
complicações relacionadas com a transfusão como sobrecarga em ferro e infeções (Roseff, 2009).  
O transplante de medula óssea, o transplante com células estaminais de sangue periférico e o 
transplante com sangue do cordão umbilical são outras estratégias que poderão ser utilizadas para o 
tratamento da doença. Devido à morbilidade e mortalidade secundária ao transplante, além da 
dificuldade em encontrar dadores compatíveis, é importante escolher cuidadosamente os pacientes 
com doença grave, tais como aqueles com AVCs recorrentes (Roseff, 2009). 
Cada vez mais são pesquisados novos tratamentos adjuvantes para a doença das células 








A citrulina (CIT) (Figura 1-6) é um aminoácido não essencial e não proteico que participa no ciclo 
da ureia e constitui um produto da via da enzima sintase do óxido nítrico (NOS- Nitric Oxide Synthase). 
É produzido naturalmente pelo organismo e também é encontrado em alguns alimentos como 
melancias, pepinos, abóboras e melões. A nomenclatura da citrulina vem da palavra em latim para 
melancia, Citrullus vulgaris, porque foi pela primeira vez isolada a partir desta, em 1930, sendo que 
esta é muito rica neste aminoácido (Kaore et al, 2013; Moinard & Cynober, 2007). A sua função básica 
é a desintoxicação da via da amónia convertendo-a em ureia, podendo funcionar também como um 











A CIT é sintetizada principalmente nos enterócitos a partir do aminoácido glutamina e é reciclada 
com formação de ARG em muitos outros tecidos extra hepáticos, nomeadamente no rim e nas células 
endoteliais. Os responsáveis por essa reciclagem são as enzimas do ciclo da ureia, arginina sucinato 
sintetase (ASS) e arginino sucinato liase (ASL), que são expressos nestas células. Por isso, a CIT é 
essencial para produzir ARG, por sua vez, ARG é necessária para produzir NO, que atua como um 





Figura 1-6- Estrutura química do aminoácido citrulina (Adaptado de Moinard & Cynober, 2007). 
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Foram realizados vários estudos sobre a suplementação com ARG. Estudos demonstraram que a 
suplementação com ARG melhorou a disfunção endotelial em doentes com diabetes (Pieper, 1998) e 
hipercolesterolémia (Creager et al, 1992). Estudos também demonstraram uma melhoria na produção 
de NO o que pode ser útil em doenças cardiovasculares associadas com disfunção endotelial como 
hipertensão, insuficiência cardíaca e aterosclerose (Kaore et al, 2013). Em doentes com DCF também 
já foram realizados estudos que sugerem que a suplementação em ARG nestes doentes pode ser 
benéfica (Morris et al, 2000, 2003). Contudo, a ARG administrada oralmente é em parte perdida por 
transformação nas células intestinais em ornitina e ureia por ação da arginase, aí presente em grandes 
quantidades. Além disso, o facto de a arginina ser retomada e metabolizada no fígado e produzir ureia 
levanta questões sobre a segurança da suplementação em ARG, pois a arginina é suscetível de causar 
ureogénese excessiva (Curis et al, 2005).  
A CIT é um bom candidato alternativo à suplementação em ARG, pois restaura a produção de NO 
em situações de disponibilidade limitada de ARG (Curis et al, 2005; Kaore et al, 2013). Para além disso 
a CIT administrada oralmente não é capturada pelo fígado. Um estudo em indivíduos saudáveis 
demonstrou que a suplementação com CIT oral aumenta os níveis de ARG no sangue mais eficazmente 
do que a suplementação com ARG (Kuhn et al, 2002). Além disso, a administração a curto prazo de CIT 
é segura e bem tolerada. Num estudo realizado não foram observados efeitos adversos em indivíduos 
saudáveis que foram suplementados com diferentes dosagens de CIT (Moinard et al, 2008). A 
hipercitrulinémia pode ocorrer como uma disfunção do gene ASS ou de transporte de aspartato para 
esta enzima. Contudo, esta patologia parece estar relacionada com a acumulação de compostos 
envolvidos na síntese de CIT, perturbações do ciclo da ureia e elevados níveis de amónia (Romero et 
al, 2006). Atualmente não existe documentação científica no que respeita a interações entre a citrulina 
e fármacos (Kaore et al, 2013). 
 Foram realizados estudos que consideraram benéfica a suplementação com citrulina em algumas 
condições médicas como doenças cardiovasculares (Romero et al, 2006), disfunção eréctil (Cormio et 
al, 2011; Shiota et al, 2013), hipertensão pulmonária (Smith et al, 2006), síndrome do intestino curto 
(Osowska et al, 2004), desnutrição proteico-calórica no envelhecimento (Osowska et al, 2006), 
hiperamonemia (Stephens & Levy, 1994), hiperlipidemia (Kirsh et al, 2011) e infeções (Norris et al, 
1995). 
Os doentes com AFC apresentam uma menor biodisponibilidade nas células endoteliais de 
arginina. A menor disponibilidade de arginina, nesta situação em particular, resulta do aumento no 
plasma da enzima arginase, a qual é responsável pela degradação da arginina em ureia e ornitina, após 
a hemólise dos eritrócitos. A suplementação com citrulina poderá ser uma forma mais eficaz de 
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aumentar os níveis plasmáticos de arginina necessária como um substrato na via arginina- óxido nítrico 
para nitrovasodilatação endógena e vasoproteção (Kaore et al, 2013; McCarty, 2010). Até ao 
momento, foi realizado apenas um ensaio clínico piloto de fase II de suplementação em citrulina (0,1 
g/kg duas vezes ao dia) em indivíduos com DCF, em que foi observado um impacto bastante favorável 






























Este trabalho tem como objetivo geral identificar fatores genéticos e bioquímicos moduladores 
do fenótipo da anemia das células falciformes no geral e em resposta à terapêutica de suplementação 
com citrulina. 
 
Mais especificamente pretende-se: 
 Confirmar a presença da mutação drepanocítica (HBB:c.20A>T) nos indivíduos diagnosticados 
clinicamente com ACF.  
 Estudar variantes genéticas em genes candidatos a moduladores de fenótipo, nomeadamente: 
a deleção de 3,7 Kb no agrupamento génico da -globina, os SNPs rs7482144, rs2070972 e 
rs10128556 do haplótipo do agrupamento génico da -globina, o SNP rs11886868 no gene 
BCL11A, os SNPs rs2070744 e rs1799983 e o VNTR no intrão 4 no gene eNOS, o SNP rs2071746 
e o STR rs3074372 no gene HMOX-1, o SNP rs1801133 no gene MTHFR, o SNP rs2333227 no 
gene MPO e os genótipos/fenótipos Hp 1-1, Hp1-2 e Hp 2-2 da haptoglobina. 
 Determinar e caracterizar através de análise estatística a associação entre vários parâmetros 
hematológicos ou bioquímicos (hemoglobina total, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, reticulócitos, 
leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM) e os fatores genéticos estudados.  
 Determinar se existem diferenças estatisticamente significativas entre os doentes e populações 
controlo para os fatores genéticos e bioquímicos estudados. 
 Avaliar o efeito da suplementação com citrulina (0,1 mg/Kg/dia) como suplemento alimentar 
em doentes com ACF através de um estudo do tipo observacional, ao longo do tempo (mês 0, 















3.1.1. Amostra populacional 
 
Este estudo incidiu sobre uma amostra de indivíduos com anemia das células falciformes, 
previamente caracterizada do ponto de vista clínico e hematológico. Foram estudados 26 indivíduos 
em idade pediátrica, seguidos no Hospital de Dona Estefânia. Os indivíduos têm origem africana. 
Destes indivíduos, 15 iniciaram o protocolo de suplementação em Citrulina (0,1 mg/Kg/dia), sendo 
avaliados no estado basal, ao final de 1 mês, 3 meses e 6 meses. 
Ao longo do estudo foram também utilizados diferentes grupos como populações controlo. 
 
3.1.2. Amostra biológica 
 
Em todos os casos, após consentimento informado do doente (Anexo I), procedeu-se à colheita 
de amostra de sangue periférico em ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA- 
Ethylenediaminetetraacetic acid). Para as determinações genéticas foi feita a extração de DNA a partir 
sangue. Para as diferentes determinações bioquímicas utilizaram-se plasma, eritrócitos lavados ou 
hemolisados, todos obtidos a partir de sangue total. Os procedimentos para separação destes 
componentes do sangue encontram-se descritos no Anexo II.  
3.2. Métodos 
 
3.2.1. Determinações genéticas 
 
3.2.1.1. Extração e quantificação de DNA 
 
Para 12 amostras a extração do DNA foi realizada pelo método de extração não enzimática 
designado de salting-out (Anexo III) e para 3 amostras, a extração de DNA foi feita através do Kit NZY 
Blood gDNA Isolation, NZYTech 
(https://www.nzytech.com/files/brochures/MB136_NZY%20Blood%20gDNA%20Isolation%20kit.pdf). 
O procedimento deste Kit combina a eficiência de um tampão de lise contendo Proteinase K com as 
propriedades de uma coluna à base de sílica. Depois de se preparar o lisado, o DNA foi absorvido na 
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coluna e outros contaminantes, como proteínas ou sais, foram removidos por lavagens posteriores. O 
DNA purificado foi eluído num tampão de eluição alcalino.  
Para a quantificação (ng/l) e obtenção do grau de pureza do DNA, determinou-se, através de um 
método espectrofotométrico (Nanodrop, ND-1000, Thermo Scientific), as razões de absorvência entre 
os comprimentos de onda 260 e 280nm (A260/280) e entre os comprimentos de onda 230 e 280nm 
(A230/280). 
 
3.3.1.2. PCR (Polymerase Chain Reaction), Gap-PCR e PCR alelo-
específico 
 
Foram amplificados por PCR vários fragmentos diferentes do DNA, um para pesquisa da mutação 
drepanocítica, três no agrupamento génico da -globina para determinação do haplótipo, um no gene 
BCL11A, três no gene eNOS, um no gene MPO e um no gene MTHFR. Os tampões utilizados nas reações 
de PCR encontram-se descritos no Anexo IV. As sequências dos oligonucleotidos iniciadores, as 
condições da reação e os tamanhos dos fragmentos, estão descritos nas Tabelas V-1, V-2, V-3 e V-4 do 
Anexo V.  
O Gap-PCR é uma metodologia variante do PCR utilizada para determinar os pontos de quebra de 
deleções através do uso de oligonucleótidos iniciadores localizados externamente e o mais próximos 
possível dos pontos de quebra. Através desta metodologia podem ser detetadas deleções no 
agrupamento génico da α-globina, nomeadamente a deleção – 3,7. O Gap-PCR foi realizado segundo 
as condições descritas na Tabela VI-1 do Anexo VI. 
O PCR alelo-específico ou PCR baseado no sistema de mutação refratário à amplificação (ARMS - 
amplification-refractory mutation system) permite a discriminação eficiente de SNPs específicos de 
alelo através do emparelhamento perfeito dos nucleótidos da extremidade 3’ do oligonucleótido. 
Neste caso são usados 3 oligonucleótidos, um reverso e dois diretos com sequências diferentes, 
podendo amplificar dois produtos de tamanhos diferentes. Realizou-se o PCR alelo-específico, segundo 
as condições descritas na Tabela VII-1 do Anexo VII, para o SNP rs2071746 no gene HMOX-1 que 
posteriormente também serviu para uma análise por GeneScan.  
Os resultados destas metodologias foram visualizados após eletroforese dos produtos de PCR num gel 
de agarose com concentração adaptada ao tamanho dos fragmentos amplificados e corado com 
brometo de etídeo numa concentração de cerca 1μL por cada 12,5 mL de solução TAE ou TBE. A 




3.3.1.3. Ensaios de restrição 
 
A mutação drepanocítica suprime o local de restrição da endonuclease Bsu36I, o que permite 
distinguir o alelo mutado do normal. As condições da restrição encontram-se na Tabela VIII-1 do Anexo 
VIII. Para o estudo dos SNPs no agrupamento génico da -globina para determinação dos haplótipos, 
as condições de restrição e enzimas para cada polimorfismo estão descritas nas Tabela VIII-2 do Anexo 
VIII. Para o estudo dos SNPs no gene BCL11A, no gene eNOS, no gene MPO e no gene MTHFR as 
condições de restrição e enzimas para cada polimorfismo estão descritas nas Tabela VIII-3 do Anexo 
VIII. A deteção e identificação dos produtos da restrição também foram efetuadas após eletroforese 





Os produtos de PCR, com as condições de PCR descritas na Tabela VII-1 do Anexo VII, para a 
caracterização da variação em número do tipo STR (GT)n, rs3074372 no gene HMOX1, foram 
analisados utilizando o sequenciador 3130X Genetic Analyser, ABI Prism (Applied Biosystem), com 
deteção para marcadores fluorescentes utilizando o software de análise GeneScan 3.7. Esta análise só 
é possível devido à marcação dos oligonucleótidos com fluorescência (FAM - 6-carboxifluoresceina), 
permitindo assim a diferenciação por tamanho dos fragmentos de DNA analisados. Os fragmentos 
marcados foram detetados por eletroferogramas que mostram picos de fluorescência identificados 
pelo respetivo tamanho dos fragmentos em pares de bases.  
Para a análise do número de repetições GT em HMOX1, fez-se uma divisão em 3 classes de alelos: 











3.3.2. Determinações bioquímicas 
 
3.3.2.1. Determinação da concentração da mieloperoxidase 
 
A determinação da concentração plasmática da MPO foi realizada utilizando o Kit Human 
Myeloperoxidase Immunoassay, R&D Systems 
(https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/dmye00b.pdf). Esta técnica foi realizada pelo 
método imunoenzimático de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Um anticorpo monoclonal 
específico para a MPO pré-revestiu uma microplaca. As amostras foram pipetadas para os poços e a 
MPO presente ligou-se ao anticorpo. Após lavagem para remover quaisquer substâncias não ligadas, 
adicionou-se um anticorpo policlonal marcado com uma enzima específica para a MPO. Realizou-se 
outra lavagem para a remoção de qualquer complexo anticorpo-enzima que não estivesse ligado. 
Adicionou-se uma solução de substrato aos poços e desenvolveu-se uma cor que é proporcional à 
quantidade de MPO ligada no passo inicial. O desenvolvimento da cor foi parado e a intensidade da 
cor foi medida no espectrofotómetro.  
 
3.3.2.2. Determinação dos genótipos/fenótipos da haptoglobina 
 
Os fenótipos da haptoglobina foram separados a partir de plasma utilizando-se a técnica de 
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE - polyacrylamide gel electrophoresis) a 4,7% para separar 
estas cadeias e a sua presença foi detetada pela atividade peroxidásica do complexo 
hemoglobina/haptoglobina utilizando como substrato o-dianisidina. O procedimento encontra-se 
descrito no Anexo IX. 
 
3.3.2.3. Determinação da atividade da fosfatase ácida 
 
A atividade enzimática da FA das amostras foi determinada espectrofotometricamente por um 
método colorimétrico tendo como substrato o p-nitrofenilfosfato (pNPP) que após a incubação com a 
enzima foi desfosforilado formando-se o p-nitrofenol, que em meio alcalino se transformou em p-
nitrofenolato (pNP). Este método, adaptado de Dissing, Dahl e Svansmark (Dissing et al, 1979), 





3.3.2.4. Determinação da atividade da redutase da metahemoglobina 
 
A atividade da RMTHb foi determinada por espectrofotometria através da redução de ferricianeto 
de potássio com a oxidação de NADH por parte da enzima. Este método, adaptado de Board e 
colaboradores (Board & Pidcock, 1981), encontra-se descrito no Anexo XI. 
 
3.3.2.5. Determinação da atividade da redutase transmembranar 
 
 A atividade da RTM foi determinada por espectrofotometria pela da conversão de ferricianeto em 
ferrocianeto pela redutase transmembranar da membrana dos eritrócitos e medida num 
espectrofotómetro. Este método, adaptado de Orringer e Roer (Orringer & Roer, 1979), encontra-se 
descrito no Anexo XII.   
 
3.3.3. Tratamento estatístico 
 
Os cálculos estatísticos foram realizados nos programas estatísticos SPSS 22.0 e Primer of 
Biostatistics 5.0, sendo o nível de significância estatística estabelecido para p <0,05. 
Para cada polimorfismo compararam-se as frequências genotípicas observadas com as esperadas em 
equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW), utilizando-se o teste do Qui-quadrado () de Pearson. 
A avaliação da normalidade da distribuição foi efetuada através do teste de Shapiro-Wilk.  
As comparações entre doentes e populações controlo para testar as associações nos fatores 
genéticos foram feitas através de Odds Ratio (OR) e para os fatores bioquímicos foram utilizados os 
testes paramétricos T e não paramétricos Mann-Witney.  
As associações entre os genótipos e os parâmetros hematológicos ou bioquímicos estudados 
foram pesquisadas pelos testes paramétricos ANOVA e teste T e pelos testes não paramétricos Kruskal-
Wallis e Mann-Witney.  
A avaliação do efeito da suplementação com citrulina foi efetuada através do teste paramétrico 
ANOVA e pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis e também foram feitas correlações recorrendo à 







4. Resultados  
 
4.1. Caracterização da população em estudo 
 
Estudou-se uma amostra populacional de 26 indivíduos, seguidos no hospital de Dona Estefânia, 
cujo perfil hematológico e clínico encaixava num fenótipo de anemia das células falciformes. Destes 
indivíduos, 18 eram do sexo masculino e 8 do sexo feminino, com idades compreendidas entre os 3 e 
os 19 anos de idade, mediana de 7 anos, uma idade média de 8,58 anos com desvio-padrão de 5,25 
anos. Destes indivíduos, 15 iniciaram o protocolo de suplementação em citrulina. Os critérios de 
exclusão para o protocolo de suplementação em citrulina foram: atopia/asma, doença aguda, doença 
pulmonar não relacionada com ACF e crise hemolítica recente. Os restantes 11 indivíduos tinham já 
sido incluídos em estudos anteriores do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, pelo 
que algumas determinações genéticas já tinham sido realizadas (pesquisa da mutação drepanocítica, 
determinação do haplótipo e caracterização do SNP no gene BCL11A). As características hematológicas 
ou bioquímicas obtidas em laboratório hospitalar e disponíveis para este estudo foram: hemoglobina 
total, HbF, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, reticulócitos, leucócitos e neutrófilos, tanto no estado basal, 
como para os restantes meses para os doentes sujeitos ao suplemento de citrulina. O parâmetro HbF 
foi excluído das análises estatísticas uma vez que vários indivíduos estavam a ser medicados com 
hidroxiureia. Os dados basais foram utilizados para testar associação entre os parâmetros 
hematológicos ou bioquímicos e as variantes genéticas e para testar diferenças entre doentes e 
população controlo relativamente aos parâmetros bioquímicos determinados no estudo. 
Para as determinações genéticas foram utilizados, como controlo, dados de frequências 
genotípicas na população africana. Para isso recorreu-se à base de dados Ensembl 
(http://www.ensembl.org/index.html), para os SNPs estudados. Para o VNTR do intrão 4 de eNOS e 
para ao STR rs2071746 em HMOX-1, estes dados não estavam disponibilizados, não sendo deste modo 
calculadas as diferenças entre a população em estudo e uma população controlo. 
Para as determinações bioquímicas foram utilizados, como populações controlo, dados de estudos 
anteriores realizados na Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa. Como grupo controlo para 
a fosfatase ácida, redutase da metahemoglobina e redutase transmembranar foram utilizados dados 
de 78 crianças saudáveis provenientes do Hospital de São João, Porto. Destes indivíduos, 40 eram do 
sexo feminino e 38 do sexo masculino, com idades compreendidas entre os 10 e os 12 anos de idade, 
com mediana de 11,46 anos, idade média 11,43 de anos e desvio-padrão de 0,90 anos. Como grupo 
controlo para a mieloperoxidase foram utilizados dados de 34 de dadores de sangue saudáveis 
32 
 
provenientes do Instituto Português do Sangue, Lisboa. Todos os indivíduos eram do sexo masculino 
com idades compreendidas entre os 22 e os 64 anos, com uma idade média de 43,06 anos, mediana 
de 42,50 anos e desvio-padrão de 11,05 anos. 
 
4.2. Determinações genéticas 
 
Começou-se por avaliar a distribuição dos parâmetros hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, 
reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM nos indivíduos em estudo. Na tabela 4-1 
encontra-se a estatística descritiva destes parâmetros com o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os 
parâmetros que se consideraram ter distribuição normal (p≥ 0,05) foram a hemoglobina, HbS, RDW, 
reticulócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM utilizando-se na avaliação estatística testes 
paramétricos. Os parâmetros que se consideraram ter distribuição não normal (p <0,05) foram a 
bilirrubina, LDH e leucócitos utilizando-se na avaliação estatística testes não paramétricos.  
 
4.2.1. Pesquisa da mutação drepanocítica 
 
A análise sobre a presença da mutação drepanocítica foi efetuada por PCR-RFLP. Concluiu-se 
quanto à presença ou não da mutação drepanocítica através da interpretação do perfil eletroforético 
do gel de agarose tal como abaixo mencionado (Figura 4-1). 
Tabela 4-1 - Estatística descritiva dos parâmetros hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, 
reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM e teste de normalidade Shapiro-Wilk 







Hemoglobina (g/dL) 23 8,63 8,80 6,30 11,50 1,29 0,952 
HbS (%) 22 74,81 75,95 62,80 88,00 6,61 0,879 
Bilirrubina (mg/dL) 12 2,41 1,81 1,26 5,57 1,52 0,001 
LDH (U/L) 11 468,18 451 328 793 127,09 0,031 
RDW (%) 10 21,99 22,05 17,20 25,70 2,32 0,790 
Reticulócitos (%) 23 8,07 7,96 2,14 15,50 3,47 0,492 
Leucócitos (células /L) 10 13640 1045 7000 33100 7448,98 0,001 
Neutrófilos (células /L) 10 5101,50 5007,50 1580 8610 2107,34 0,978 
FA (mol/g Hb/h) 14 368,61 347,10 217,74 605,44 107,1 0,585 
MPO (ng/mL) 14 37,45 29,56 14,14 78,63 18,58 0,162 
RMHb (mol/g Hb/min) 13 23,96 21,90 12,40 48,55 9,44 0,071 
RTM (mmol/lcel/h) 4 5,17 4,90 4,21 6,65 1,05 0,485 
*Considera-se a distribuição normal quando p≥ 0,05 
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Após completar a análise de todas as amostras verificou-se que todos os indivíduos estudados 
eram homozigóticos para a mutação drepanocítica. 
Figura 4-1 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região genómica contendo a 
mutação drepanocítica e b) dos fragmentos obtidos por restrição informativa acerca da presença da mutação 
drepanocítica. a) Imagem de um gel de agarose exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento 
contendo a região 5’ do gene da beta-globina. Canais 1 a 5: produto de PCR de indivíduos em estudo. Canal 6: 
produto de PCR de um controlo positivo. Canal 7: controlo negativo. Canal 8: marcador de peso molecular 100 
pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific) b) Imagem de um gel de agarose exemplificativa dos fragmentos 
obtidos no ensaio de restrição com a enzima de restrição Bsu36I. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb 
(DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific). Canal 2: Controlo positivo heterozigótico para a mutação 
drepanocítica. Canais 3 a 7: Homozigotia para a mutação drepanocítica. Está indicado o tamanho do fragmento 
de PCR e os tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
 
4.2.2. Caracterização do haplótipo no agrupamento génico da β-globina e associação 
com os parâmetros estudados 
 
Para a caracterização do haplótipo no agrupamento génico da β-globina são habitualmente, 
analisados oito polimorfismos no agrupamento génico da β-globina, no entanto, neste estudo só foram 
caracterizados três polimorfismos, pois sendo a população em estudo constituída por africanos ou 
descendentes de africanos, estes locais polimórficos não influenciariam a determinação do haplótipo.  
Foram analisadas as amostras de DNA pela metodologia de PCR-RFLP, para cada um dos 3 locais 
polimórficos. Seguidamente apresentam-se imagens de géis representativos para cada um dos SNPs 




Figura 4-2 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região do gene Gγ -globina contendo 
o SNP rs7482144 e b) dos fragmentos obtidos por restrição informativa para determinação do haplótipo - 
restrição XmnI. a) Imagem de um gel de agarose exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento 
contendo o SNP rs7482144 do gene Gγ -globina. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp 
plus, Thermo Scientific). Canais 2 a 7: produto de PCR de indivíduos em estudo. Canal 8: produto de PCR de um 
controlo positivo. Canal 9: controlo negativo b) Imagem de um gel de agarose exemplificativa dos fragmentos 
obtidos no ensaio de restrição com a enzima de restrição XmnI. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb 
(DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific). Canais 2, 3, 4 e 7: Genótipo CC. Canal 5: Genótipo TT. Canal 6: 
Genótipo CT. Canal 8: Controlo positivo heterozigótico (CT). Está indicado o tamanho do fragmento de PCR e os 
tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
 
Figura 4-3 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região do gene Gγ-globina contendo 
o SNP rs2070972 e b) dos fragmentos obtidos por restrição informativa para determinação do haplótipo - 
restrição HindIII. a) Imagem de um gel de agarose exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento 
contendo o SNP rs2070972 do gene Gγ -globina. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp 
plus, Thermo Scientific). Canais 2 a 7: produto de PCR de indivíduos em estudo. Canal 8: produto de PCR de um 
controlo positivo. Canal 9: controlo negativo b) Imagem de um gel de agarose exemplificativa dos fragmentos 
obtidos no ensaio de restrição com a enzima de restrição HindIII. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb 
(DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific). Canais 2, 3, 4 e 6: Genótipo TT. Canal 5: Genótipo GT. Canal 7: 
Genótipo GG. Canal 8: Controlo positivo heterozigótico (GT). Está indicado o tamanho do fragmento de PCR e os 
tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
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Figura 4-4 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da extremidade 3’ do ψβ  contendo o 
SNP rs968857 e b) dos fragmentos obtidos por restrição informativa para determinação do haplótipo – 
restrição HincII. a) Imagem de um gel de agarose exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento 
contendo o SNP rs968857 da extremidade 3’ do ψβ. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 
100bp plus, Thermo Scientific). Canais 2 a 5: produto de PCR de indivíduos em estudo. Canal 6: produto de PCR 
de um controlo positivo. Canal 7: controlo negativo b) Imagem de um gel de agarose exemplificativa dos 
fragmentos obtidos no ensaio de restrição com a enzima de restrição HincII. Canal 1: marcador de peso molecular 
100 pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific). Canal 2: Controlo positivo heterozigótico (AG) Canais 3 e 6: 
Genótipo GG. Canal 4: Genótipo AG. Canal 5: Genótipo AA. Está indicado o tamanho do fragmento de PCR e os 
tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
 
Após analisados os 3 polimorfismos no agrupamento génico da β-globina, compararam-se os 
perfis de clivagem de cada enzima para cada um dos locais polimórficos de cada indivíduo com a Figura 
VIII-1 do Anexo VIII e, assim, classificaram-se os indivíduos quanto ao haplótipo no agrupamento 
génico da β-globina.  
Calculou-se a frequência de cada haplótipo e verificou-se que o haplótipo mais frequente nesta 
população foi o Bantu (48,1%), seguido do Senegal (32,7%) e for fim o Benim (19,2%).  
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e o 
haplótipo dos indivíduos. Devido à pequena dimensão da população, optou-se por trabalhar com 
apenas 2 grupos: indivíduos com haplótipo Senegal (em homozigotia ou heterozigotia) e indivíduos 
sem haplótipo Senegal (homozigotia). Utilizou-se o teste estatístico T para os parâmetros com 
distribuição normal, e o teste estatístico Mann-Witney, para os parâmetros com distribuição não 
normal (Tabela 4-2).  
Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) nos parâmetros 
hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, FA, RMHb e RTM entre 
os indivíduos com ou indivíduos sem haplótipo Senegal. Observou-se, contudo, uma diferença 
estatisticamente significativa (p<0,05)  nos níveis de MPO entre  indivíduos com e sem haplótipo 






Tabela 4-2 - Associação entre os parâmetros estudados a presença ou ausência do haplótipo Senegal  
Parâmetros 
Presença do haplótipo 
Senegal 





8,86 ± 1,20 (11) 
 
 
8,40 ± 1,38 (12) 0,4111 
HbS (%) 
 
74,18 ± 8,19 (11) 
 
 
75,42 ± 4,85 (11) 0.6691 
Bilirrubina (mg/dL) 
 
1,94; 1,40-5,57 (4) 
 
 
1,69; 1,26-5,46 (8) 0,4612 
LDH (U/L) 
 
431,00; 332-540 (4) 
 
 
465,00; 328-793 (7) 0,7882 
RDW (%) 
 
22,76 ± 0,75 (3) 
 
 
21,66 ± 2,73 (7) 0,5211 
Reticulócitos (%) 
 
7,94 ± 3,47 (11) 
 
 
8,17 ± 3,61 (12) 0,8781 
Leucócitos (células /L) 
 
10500; 10400-33100 (3) 
 
 
10200; 7000-16800 (7) 0,3832 
Neutrófilos (células /L) 
 
6513,33 ± 2130,78 (3) 
 
 
4496,43 ± 1929,79 (7) 0,1791 
FA (mol/g Hb/h) 
 
365,00 ± 96,18 (4) 
 
 
370,04 ± 116,19 (10) 0,9401 
MPO (ng/mL) 
 
52,76 ± 20,65 (4) 
 
31,32 ± 14,505 (10) 
 
0,0461 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
21,77 ± 6,86 (4) 
 
 






5,16 ± 1,05 (4) 
 
-- 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão; (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo; (n – número de 
indivíduos)     








4.2.3. Pesquisa da deleção α-Talassémica – α3,7 e associação com os parâmetros 
estudados 
  
Após realizar o procedimento experimental (Gap-PCR) para identificação da deleção de 3,7 Kb no 
agrupamento génico da α-globina, confirmou-se o perfil eletroforético de cada indivíduo em gel de 
agarose (Figura 4-5).  
Figura 4-5 - Gel de agarose com perfil eletroforético representativo de um Gap-PCR usado para detetar a 
deleção de 3,7 kb. Canal 1: marcador de peso molecular HyperLadder, Bioline. Canais 2 (a e b) e 5 (a e b): 
Indivíduos homozigóticos para a não deleção. Canais 3 (a e b) e 4 (a e b): Indivíduos heterozigóticos para a 
deleção. Canais 6 (a e b): Controlo positivo heterozigótico. Canais 7 (a e b): controlo negativo. Está indicado o 
tamanho do fragmento de Gap-PCR (kb). Cada número (2 a 6) corresponde a um indivíduo diferente e as letras 
a e b correspondem, respetivamente, às misturas a e b referidas na Tabela VI-1 do Anexo VI.  
 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que se encontra em equilíbrio (χ2=0,86 < 3,8411gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência de 84,6 % para o alelo  e uma 
frequência de 15,4 % para o alelo com a deleção de 3,7 kb (-3,7). Nesta população não foi encontrada 
a deleção de 3,7 kb em homozigotia.  
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e a 
co-herança da deleção -talassémica -3,7. Utilizou-se o teste estatístico T, para os parâmetros com 
distribuição normal, e o teste Mann-Whitney, para os parâmetros com distribuição não normal (Tabela 
4-3).  
Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) nos parâmetros 
hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, MPO, RMHb e RTM 
entre os indivíduos entre  e /-3,7. Observou-se contudo uma diferença estatisticamente 
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significativa (p<0,05) nos níveis de FA entre os indivíduos  e os indivíduos /-3,7. Verificou-
se que a co-herança da deleção -talassémica -3,7 está associada a níveis mais elevados de FA.  
 
Tabela 4-3 - Associação entre os parâmetros estudados e a ausência (ou presença em 
heterozigotia da deleção -talassémica -3,7 (/-3,7) 
Parâmetros  /-3,7 Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,59 ± 1,25 (17) 
 
8,73 ± 1,52 (6) 0,8191 
HbS (%) 
 
74,75 ± 6,51 (16) 
 
 





1,88; 1,30-5,57 (9) 
 
 





432,50; 328-540 (8) 
 
 





21,60 ± 2,16 (7) 
 
 





8,81 ± 3,03 (17) 
 
 
5,95 ± 4,04 (6) 
 
0,0821 
Leucócitos (células /L) 
 
12300; 7000-33100 (7) 
 
 
10200; 9800-10500 (3) 
 
0,2672 
Neutrófilos (células /L) 
 
5046,43 ± 2411,60 (7) 
 
 
5230,00 ± 1581,49 (3) 
 
0,9081 
FA (mol/g Hb/h) 
 
321,98 ± 76,47 (9) 
 
452,53 ±109,27 (5) 0,0221 
MPO (ng/mL) 
 
41,59 ±19,77 (10) 
 
 
27,0978 ± 11,06269 (4) 
 
0,1991 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
22,55 ± 10,72 (9) 
27,15 ±5,50 (4) 0,4421 
RTM (mmol/lcel/h) 5,09 (1) 
 
5,19 ± 1,29 (3) 
 
0,9541 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo (n – número de 







4.2.4. Caracterização do polimorfismo em BCL11A e associação com os parâmetros 
estudados 
 
A presença do polimorfismo rs11886868, no gene BCL11A, neste estudo foi realizada por PCR-
RFLP. Apresenta-se, em seguida, um resultado representativo obtido para o SNP rs11886868 (Figura 
4-6). 
Figura 4-6 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região do gene BCL11A contendo o 
SNP rs11886868 e b) dos fragmentos obtidos por restrição com a enzima MboII. a) Imagem de um gel de 
agarose exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento contendo o SNP rs11886868 do gene 
BCL11A. Canais 1 a 3: produto de PCR de indivíduos em estudo. Canal 4: produto de PCR de um controlo positivo. 
Canal 5: controlo negativo. Canal 6: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo 
Scientific) b) Imagem de um gel de agarose exemplificativa dos fragmentos obtidos no ensaio de restrição com a 
enzima de restrição MboII. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo 
Scientific). Canal 2: Genótipo CC. Canal 3: Genótipo CT. Canal 4: Genótipo TT. Canal 5: Controlo positivo 
heterozigótico (CT). Está indicado o tamanho do fragmento de PCR e os tamanhos dos fragmentos de restrição 
(pb). 
 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=1,15 < 3,8411gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência de 63,5% para o alelo T e uma 
frequência de 36,5% para o alelo C para a população em estudo. Para a população controlo 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=2:60492611-
60493611;v=rs11886868;vdb=variation;vf=6846132) a frequência para o alelo T é de 73,5% e para o 
alelo C de 26,5%.  
Foi efetuada uma análise de Odds Ratio, de forma a concluir se existiam diferenças significativas 
entre a população de doentes e a população controlo e medir a força de associação, do alelo C, o alelo 
mais raro (OR=2,15; IC (95%) = [0,95-4,90]; p=0,07). Os resultados não são estatisticamente 
significativos.  
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do SNP rs11886868 do gene BCL11A. Devido à pequena dimensão da população, optou-se 
por trabalhar com apenas 2 grupos: indivíduos com o genótipo TT e indivíduos com os genótipos CT 
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ou CC. Utilizou-se o teste estatístico T, para os parâmetros com distribuição normal, e o teste Mann-
Whitney, para os parâmetros com distribuição não normal (Tabela 4-4).  
Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) em nenhum dos 
parâmetros estudados entre os genótipos TT e CT ou CC. 
 
Tabela 4-4 - Associação entre os parâmetros estudados e os genótipos (TT e CT ou CC) do SNP 
rs1188686 no gene BCL11A 
Parâmetros TT CT ou CC Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,56 ± 1,49 (8) 
 
 





75,21 ± 8,21 (7) 
 
 
74,61 ± 6,04 (15) 
 
0,8481 
Bilirrubina (mg/dL) 1,74; 1,26-2,80 (7) 
 





490,50, 411-793 (6) 
 
410; 328-490 (5) 0,0822 
RDW (%) 
 
21,729 ± 2,7305 (7) 
 
 





8,56 ± 3,72 (8) 
 
 
8,66 ± 3,17 (15) 
 
0,1341 
Leucócitos (células /L) 
 
10500; 9800-33100 (7) 
 
10400; 7000-16800 (3) 0,8332 
Neutrófilos (células /L) 
 
5529,29 ± 2003,60 (7) 
 
 
4103,33 ± 2409,49 (3) 
 
0,3571 
FA (mol/g Hb/h) 
 
351,68 ± 84,61 (7) 
 
385,53 ± 130,62 (7) 0,5761 
MPO (ng/mL) 
 
39,50 ± 18,24 (8) 
 
34,72 ± 20,39 (6) 0,6521 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
28,05 ± 12,18 (6) 
 
20,46 ± 4,86 (7) 0,1561 
RTM (mmol/lcel/h) 
 
4,90 ± 0,27 (2) 
 
5,43 ± 1,73 (2) 0,7111 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo (n – número de 





4.2.5. Caracterização dos polimorfismos em eNOS e associação com os parâmetros 
estudados 
 
A presença dos polimorfismos rs2070744, em eNOS, neste estudo foi realizada por PCR-RFLP. 
Apresenta-se, em seguida, um resultado representativo obtido para o SNP rs2070744 (Figura 4-7). 
Figura 4-7 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região do gene eNOS contendo o 
SNP rs2070744 e b) dos fragmentos obtidos por restrição com a enzima NaeI. a) Imagem de um gel de agarose 
exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento contendo o SNP rs2070744 do gene eNOS. Canais 
1 a 5: produto de PCR de indivíduos em estudo. Canal 6: produto de PCR de um controlo positivo. Canal 7: 
controlo negativo. Canal 8: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific) b) 
Imagem de um gel de agarose exemplificativa dos fragmentos obtidos no ensaio de restrição com a enzima de 
restrição NaeI. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific). Canais 
2, 3 e 5: Genótipo TT. Canais 4 e 6: Genótipo CT. Canal 7: Controlo positivo heterozigótico (CT). Está indicado o 
tamanho do fragmento de PCR e os tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=2,34 < 3,8411gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência de 76,9% para o alelo T e 23,1% 
para o alelo C para a população em estudo. Na genotipagem deste SNP não se encontrou o alelo mais 
raro (alelo C) em homozigotia. Para a população controlo 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=7:150992491-
150993491;v=rs2070744;vdb=variation;vf=102617269) a frequência para o alelo T é de 86,2% e para 
o alelo C de 13,8%.  
Foi efetuada uma análise de Odds Ratio, de forma a concluir se existiam diferenças significativas 
entre a população de doentes e a população controlo e medir a força de associação, do alelo C, o alelo 
mais raro (OR= 2,48; IC (95%) = [1,12-5,46]; p = 0,02). Os resultados são estatisticamente significativos 
e a associação sugere que a presença do alelo C (genótipo CC ou CT) nos doentes é maior do que na 
população controlo. 
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do SNP rs2070744 em eNOS. Utilizou-se o teste estatístico T, para os parâmetros com 




Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) nos parâmetros 
hemoglobina, HbS, bilirrubina, RDW, leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM entre os genótipos 
TT e CT. Observaram-se, contudo, diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) nos níveis de LDH 
e reticulócitos entre os genótipos TT e CT. Verificou-se que a presença do genótipo TT está associada 
a níveis mais elevados de LDH e de reticulócitos. 
Tabela 4-5 - Associação entre os parâmetros estudados e os genótipos (TT e CT) do SNP rs2070744 
no gene eNOS 
Parâmetros TT CT Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,23 ± 1,20 (13) 
 
 
9,14 ± 1,28 (10) 0,0951 
HbS (%) 
 
76,26 ± 6,08 (12) 
 





1,74; 1,26-2,80 (7) 
 
 
2,00; 1,30-5,57 (5) 0,5302 
LDH (U/L) 
 
490,00; 410-793 (7) 
 
 
371,50; 328-451 (4) 0,0422 
RDW (%) 
 
22,53 ± 1,93 (7) 
 





9,56 ± 3,43 (13) 
 
6,12 ± 2,50 (10) 
 
0,0151 
Leucócitos (células /L) 
 
12300; 7000-33100 (7) 
 
 
10400,00; 10200-10500 (3) 0,6672 
Neutrófilos (células /L) 
 
5287,86 ± 2339,76 (7) 
 
4666,67 ± 1776,30 (3) 
 
0,6951 
FA (mol/g Hb/h) 
 
357,26 ± 57,00 (7) 
 
 
379,95 ± 146,08 (7) 0,7121 
MPO (ng/mL) 
 
38,98 ± 20,17 (8) 
 
35,40 ± 17,86 (6) 
 
0,7371 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
27,39 ±12,13 (6) 
 





4,90 ± 0,27 (2) 
 
5,43 ± 1,73 (2) 
 
0,7111 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo (n – número de 




A presença dos polimorfismos rs1799983, em eNOS, neste estudo foi realizada por PCR-RFLP. 
Apresenta-se, em seguida, um resultado representativo obtido para o SNP rs1799983 (Figura 4-8). 
Figura 4-8 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região do gene eNOS contendo o 
SNP rs1799983 e b) dos fragmentos obtidos por restrição com a enzima MboI. a) Imagem de um gel de agarose 
exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento contendo o SNP rs1799983 do gene eNOS. Canal 
1: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific). Canais 2 a 7: produto de PCR 
de indivíduos em estudo. Canal 8: produto de PCR de um controlo positivo. Canal 9: controlo negativo b) Imagem 
de um gel de agarose exemplificativa dos fragmentos obtidos no ensaio de restrição com a enzima de restrição 
MboI. Canal 1: marcador de peso molecular 100 pb (DNA ladder 100bp plus, Thermo Scientific). Canais 2 e 7: 
Genótipo GG. Canais 3, 4 e 6: Genótipo GT. Canal 5: Genótipo TT. Canal 8: Controlo positivo heterozigótico (GT). 
Está indicado o tamanho do fragmento de PCR e os tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=0,01 < 3,8411gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência de 82,7% para o alelo G e 17,3% 
para o alelo T para a população em estudo. Para a população controlo 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=7:150998523-
150999523;v=rs1799983;vdb=variation;vf=102374312) a frequência para o alelo G é de 93,0% e para 
o alelo T de 7,0%.  
Foi efetuada uma análise de Odds Ratio, de forma a concluir se existiam diferenças significativas 
entre a população de doentes e a população controlo e medir a força de associação, do alelo T, o alelo 
mais raro (OR= 2,89; IC (95%) = [1,22-6,86]; p = 0,015). Os resultados são estatisticamente significativos 
e a associação sugere que a presença do alelo T (genótipo TT ou GT) nos doentes é maior do que na 
população controlo. 
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do SNP rs1799983 em eNOS. Devido à pequena dimensão da população, optou-se por 
trabalhar com apenas 2 grupos: indivíduos com o genótipo GG e indivíduos com os genótipos GT ou 
TT. Utilizou-se o teste estatístico T, para os parâmetros com distribuição normal, e o teste Mann-
Whitney, para os parâmetros com distribuição não normal (Tabela 4-6).  
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Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) nos parâmetros 
hemoglobina, HbS, bilirrubina, RDW, leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM entre os genótipos 
GG e GT ou TT. Observaram-se, contudo, diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) nos níveis 
de LDH e reticulócitos entre os genótipos GG e GT ou TT. Verificou-se que a presença do genótipo GG 
está associada a níveis mais elevados de LDH e de reticulócitos. 
Tabela 4-6 - Associação entre os parâmetros estudados e os genótipos (GG e GT ou TT) do SNP 
rs1799983 no gene eNOS 
Parâmetros GG GT ou TT Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,46 ± 1,18 (17) 
 
 
9,02 ± 1,77 (5) 0,4121 
HbS (%) 
 
75,04 ± 6,40 (16) 
 
 
76,46 ± 5,99 (5) 0.6651 
Bilirrubina (mg/dL) 
 
1,70; 1,26-2,80 (8) 
 
 
3,73; 1,40-5,57 (4) 0,1542 
LDH (U/L) 
 
490,00; 410-793 (7) 
 
 
371,50; 328-451 (4) 0,0422 
RDW (%) 
 
21,86 ± 2,59 (8) 
 
 
22,50 ± 0,8485 (2) 0,7501 
Reticulócitos (%) 
 
9,20 ± 3,21 (17) 
 
4,53 ± 1,75 (5) 
 
0,0061 
Leucócitos (células /L) 
 
11250; 7000-33100 (8) 
 
 
10450; 10400-10500 (2) 1,002 
Neutrófilos (células /L) 
 
5010,63 ± 2303,76 (8) 
 
 
5465,00 ± 1576,85 (2) 0,8031 
FA (mol/g Hb/h) 
 
339,82 ± 72,23 (8) 
 
 
438,45 ± 130,03 (5) 0,1031 
MPO (ng/mL) 
 
40,09 ± 19,16 (9) 
 
 
32,69 ± 18,53 (5) 0,4981 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
26,04 ± 11,64 (7) 
 
 
23,36± 4,7533 (5) 0.6401 
RTM (mmol/lcel/h) 
 
4,90 ± 0,27 (2) 
 
 
5,43 ± 1,78 (2) 0,7111 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo (n – número de 







A análise do polimorfismo no intrão 4 do gene eNOS foi realizado por PCR. Apresenta-se em 










Figura 4-9 – Gel de agarose com perfil eletroforético representativo de uma amplificação região genómica 
contendo o VNTR do intrão 4 do gene eNOS. Canal 1: Genótipo 4a/4a. Canal 2: Genótipo 4b/4b. Canal 3: 
Genótipo 4a/4b. Canal 4: Genótipo 4b/4c. Canal 5: Genótipo 4a/4c. Canal 6: Controlo heterozigótico positivo 
(4a/4b).Canal 7: controlo negativo. Canal 8: marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen). 
Está indicado o tamanho do fragmento de PCR (pb). 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=0,26 < 7,8153gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência para o alelo 4a de 34,6% e para o 
alelo 4b de 61,5% para a população em estudo. Ainda foi observada uma frequência de 3,8% para uma 
variante rara (o alelo 4c).  
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do VNTR do intrão 4 em eNOS. Para isso, devido à pequena dimensão da população, optou-
se por dividir a amostra em 2 grupos: indivíduos com a presença do alelo 4a (em homozigotia ou 
heterozigotia) e indivíduos sem a presença deste alelo. Utilizou-se o teste estatístico T, para os 
parâmetros com distribuição normal, e o teste Mann-Witney, para os parâmetros com distribuição não 
normal (Tabela 4-7). 
Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) nos parâmetros 
hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, reticolócitos, leucócitos, FA, MPO, RMHb e RTM entre 
indivíduos com a presença ou a ausência do alelo 4a. Observou-se, contudo, uma diferença 
estatisticamente significativa (p<0,05) nos níveis de neutrófilos entre indivíduos com a presença ou a 





Tabela 4-7 - Associação entre os parâmetros estudados e a presença ou ausência do alelo 4a do VNTR 
do intrão 4 no gene eNOS 
Parâmetros Presença do alelo 4a Ausência do alelo 4a Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,26 ± 1,01 (13) 
 
 
9,10 ± 1,51 (10) 0,1251 
HbS (%) 
 
76,16 ± 6,58 (12) 
 
 
73,18 ± 6,59 (10) 0,3041 
Bilirrubina (mg/dL) 
 
1,74; 1,30-2,80 (7) 
 
 
2,00; 1,26-5,57 (5) 0,5302 
LDH (U/L) 
 
477,5, 411-793 (6) 
 
 
410,00; 328-516 (5) 0,1262 
RDW (%) 
 
22,28 ± 2,69 (7) 
 
 
21,30 ± 1,21 (3) 0,5701 
Reticulócitos (%) 
 
8,68 ± 3,50 (13) 
 
 
7,27 ± 3,43 (10)  0,3461 
Leucócitos (células /L) 
 
12300; 9800-33100 (7) 
 
 
10200; 7000-10400 (3) 0,1172 
Neutrófilos (células /L) 
 
5942,14 ± 1800,85 (7) 
 
 




FA (mol/g Hb/h) 
 
377,90 ± 122,59 (8) 
 
 
356,20 ± 92,20 (6) 0.7231 
MPO (ng/mL) 
 
40,43 ± 20,06 (9) 
 
 
32,07 ± 16,14 (5) 0,4421 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
25,88 ± 11,08 (8) 
 
 
20,88 ± 5,73 (5) 0,3751 
RTM (mmol/lcel/h) 
 
4,64 ± 0,62 (2) 
 
 
5,68 ± 1,37 (2) 0,4361 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão; (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo; (n – número de 








4.2.6. Caracterização de polimorfismos em HMOX-1 e associação com os parâmetros 
estudados 
 
A presença do polimorfismo rs2071746 em HMOX-1 neste estudo foi realizada por PCR alelo-
específico. Apresenta-se, em seguida, um resultado representativo obtido para o SNP rs2071746 
(Figura 4-10). 
Figura 4-10 - Gel de agarose com perfil eletroforético representativo de um PCR alelo-específico usado para 
detetar rs2071746 amplificado no gene HMOX-1. Canal 1: marcador de peso molecular 100bp (DNA ladder 
100bp plus, Thermo Scientific). Canais 2 (a e b), 4 (a e b) e 5 (a e b): Genótipo TT. Canais 3 (a e b): Genótipo AT. 
Canais 6 (a e b): Genótipo AA. Canais 7 (a e b): controlo positivo heterozigótico (AT). Canais 8 (a e b): controlo 
negativo. Está indicado o tamanho do fragmento de PCR alelo-específico (pb). Cada número (2 a 7) corresponde 
a um indivíduo diferente e as letras a e b correspondem, respetivamente, às misturas a e b referidas na Tabela 
VII-1 do Anexo VII.  
 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=0,746 < 
3,8411gl;p=0,05). Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência de 44,2% para o 
alelo A e 55,8% para o alelo T para a população em estudo. Para a população controlo 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=22:35380179-
35381179;v=rs2071746;vdb=variation;vf=1386081) a frequência para o alelo A é de 31,2% e para o 
alelo T é de 68,8%.  
Foi efetuada uma análise de Odds Ratio, de forma a concluir se existiam diferenças significativas 
entre a população de doentes e a população controlo e medir a força de associação do alelo A, o alelo 
mais raro (OR=2,44; IC (95%) = [1,01-5,89]; p =  0,047). Os resultados são estatisticamente significativos 
e a associação sugere que a presença do alelo A nos doentes é maior do que na população controlo. 
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do rs2071746 em HMOX-1. Utilizou-se o teste estatístico ANOVA, para os parâmetros com 
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distribuição normal e o teste Kruskal-Wallis, para os parâmetros com distribuição não normal (Tabela 
4-8).  
Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) em nenhum dos 
parâmetros estudados entre os 3 genótipos. 
Tabela 4-8 - Associação entre os parâmetros estudados e os genótipos (AA, AT e TT) do SNP 
rs2071746 no gene HMOX-1  
Parâmetros AA AT TT Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
9,90 ± 1,65 (3) 
 
 
8,12 ± 0,98 (13) 
 
9,02± 1,31 (7) 0,0521 
HbS (%) 
 
72,70 ± 6,85 (3) 
 
 
77,15 ± 6,92 (12) 
 






1,74; 1,30-5,57 (7) 
 






432,50; 328-793 (6) 
 






21,94 ± 3,21 (5) 
 
22,07 ± 1,56 (4) 0,9961 
Reticulócitos (%) 
 
7,15 ± 3,35 (3) 
 
 
8,84 ± 3,45 (13) 
 
7,01 ± 3,67 (7) 0,4901 


















6405,00 ± 2135,11 
(4) 
0,3111 
FA (mol/g Hb/h) 
 
481,24 ± 175,63 (2) 
 
 
338,84 ± 96,11 (8) 
 
371,82 ± 84,27 (4) 0,2591 
MPO (ng/mL) 
 
23,04 ± 12,59 (2) 
 
 
38,10 ± 16,78 (8) 
 
43,34 ± 24,48 (4) 0,4821 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
21,57± 0,48 (2) 
 
 
21,66 ± 6,34 (8) 
 











* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste ANOVA - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão (n – número de indivíduos) 
2Teste Kruskal-Wallis - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo (n – número de 










A presença da variação em número do tipo Short Tandem Repeat (GT)n, rs3074372, em HMOX-1  
neste estudo foi realizada por GeneScan. Apresentam-se em seguida resultados representativos 
correspondentes aos diferentes tipos de alelos encontrados (S, M e L) (Figura 4-11). 
 
Figura 4-11- Imagem representativa de eletroferogramas obtidos por GeneScan mostrando fragmentos do STR 
rs3074372 no gene HMOX-1, representativos dos três tipos de classes de alelos: S, M e L. No eixo x a escala 
está em pares de bases e no eixo y em unidades relativas de fluorescência. 
 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=3,98 < 7,8153gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência para o alelo S de 19,2%, para o 
alelo M de 59,6% e para o alelo L de 21,2% para a população em estudo.  
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do STR rs3074372, em HMOX-1. Devido à pequena dimensão da população, optou-se por 
trabalhar com apenas 2 grupos: indivíduos com presença do alelo L (em homozigotia ou heterozigotia) 
e indivíduos com ausência do alelo L. Utilizou-se o teste estatístico T, para os parâmetros com 




Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) em nenhum dos 
parâmetros estudados entre a presença e a ausência do alelo L. 
 
Tabela 4-9 - Associação entre os parâmetros estudados e a presença ou ausência do alelo L do STR 
rs3074372 no gene HMOX-1 
Parâmetros Presença do alelo L Ausência do alelo L Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,91 ± 1,31 (8) 
 
 
8,47 ± 1,29 (15) 0,4501 
HbS (%) 
 
74,48 ± 7,72 (8) 
 
 
74,98 ± 6,18 (14) 0,8071 
Bilirrubina (mg/dL) 
 
1,76; 1,26-5,46 (6) 
 
 
1,87; 1,39-5,57 (6) 0,6992 
LDH 
 
516,00; 328-793 (5) 
 
 















7,10 ± 2,83 (8) 
 
 
8,57 ± 3,75 (15) 0,3451 
Leucócitos 
 
10200; 7000-33100 (5) 
 





4474,00 ± 2726,46 (5) 
 
5729,00 ± 1254,56 (5) 
 
0,3771 
FA (mol/g Hb/h) 
 
346,73 ± 94,59 (7) 
 





35,48 ± 21,41 (7) 
 
39, 41 ± 16,73 (7) 
 
0,7081 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
21,55 ± 7,69 (6) 
 





5,68 ± 1,37 (2) 
 
4,64 ± 0,62 (2) 
 
0,4361 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão; (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo; (n – número de 







4.2.7. Caracterização do polimorfismo do gene MTHFR e associação com os parâmetros 
estudados 
 
A presença do polimorfismo rs1801133 em MTHFR neste estudo foi realizada por PCR-RFLP. 
Apresenta-se, em seguida, um resultado representativo obtido para o SNP rs1801133 (Figura 4-12).  
Figura 4-12 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região do gene MTHFR contendo 
o SNP rs1801133 e b) dos fragmentos obtidos por restrição com a enzima HinfI. a) Imagem de um gel de agarose 
exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento contendo o SNP rs1801133 do gene MTHFR. 
Canais 1 a 3: produto de PCR de indivíduos em estudo. Canal 4: produto de PCR de um controlo positivo. Canal 
5: controlo negativo. Canal 6: marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen) b) Imagem de 
um gel de agarose exemplificativa dos fragmentos obtidos no ensaio de restrição com a enzima de restrição HinfI. 
Canal 1: Genótipo CC. Canal 2: Genótipo CT. Canal 3: Genótipo TT. Canal 4: Controlo positivo heterozigótico (CT). 
Canal 5: marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen). Está indicado o tamanho do 
fragmento de PCR e os tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=0,002< 3,8411gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência de 80,8% para o alelo C e 19,2% 
para o alelo T para a população em estudo. Para a população controlo 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=1:11795821-
11796821;v=rs1801133;vdb=variation;vf=102375326) a frequência para o alelo C é de 91,0% e para o 
alelo T é de 9,0%.  
Foi efetuada uma análise de Odds Ratio, de forma a concluir se existiam diferenças significativas 
entre a população de doentes e a população controlo e medir a força de associação, do alelo T, o alelo 
mais raro (OR=2,60; IC (95%) = [1,13-5,97]; p = 0,02). Os resultados são estatisticamente significativos 
e a associação sugere que a presença do alelo T nos doentes é maior do que na população controlo. 
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do rs1801133 em MTHFR. Devido à pequena dimensão da população, optou-se por 
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trabalhar com apenas 2 grupos: indivíduos com o genótipo CC e indivíduos com os genótipos CT ou TT. 
Utilizou-se o teste estatístico T, para os parâmetros com distribuição normal e o teste Mann-Witney, 
para os parâmetros com distribuição não normal (Tabela 4-10). 
Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) em nenhum dos 
parâmetros estudados entre os genótipos CC e CT ou TT. 
 
Tabela 4-10 - Associação entre os parâmetros estudados e os genótipos (CC e CT ou TT) do SNP 
rs1801133 no gene MTHFR 
Parâmetros CC CT ou TT Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,41 ± 1,48 (15) 
 
 
9,02± 0,78 (8) 0,2901 
HbS (%) 
 
76,12 ± 6,48 (15) 
 
 
71,98 ± 6,41 (7) 0,1771 
Bilirrubina (mg/dL) 
 
1,88; 1,26-5,57 (9) 
 
 
1,74; 1,30-5,46 (3) 1,002 
LDH (U/L) 
 
465; 332-793 (9) 
 
 
371; 328-414 (2) 0,2182 
RDW (%) 
 
22,72 ± 1,69 (8) 
 
 
19,05± 2,61 (2) 0,2741 
Reticulócitos (%) 
 
7,30 ± 3,43 (15) 
 
 
9,49 ± 3,27 (8) 0,1531 
Leucócitos (células /L) 
 
10450; 7000-33100 (8) 
 
 
13150; 10200-16100 (2) 1,002 
Neutrófilos (células /L) 
 
5443,75 ± 2216,97 (8) 
 
 
3732,50 ± 936,91 (2) 0,3331 
FA (mol/g Hb/h) 
 
369,10 ± 78,56 (10) 
 
 
367,34 ± 176,79 (4) 0,9791 
MPO (ng/mL) 
 
40,22 ± 19,12 (10) 
 
 
30,50 ± 17,56 (4) 0,3891 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
26,33 ± 10,24 (9) 
 
 
18,63 ± 4,65 (4) 0,1851 
RTM (mmol/lcel/h) 
 
5,68 ± 1,37 (2) 
 
 
4,64 ± 0,62 (2) 0,4361 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão; (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo; (n – número de 






4.2.8. Caracterização do polimorfismo do gene MPO e associação com os parâmetros 
estudados 
 
A presença do polimorfismo rs2333227 no gene MPO neste estudo foi realizada por PCR-RFLP. 
Apresenta-se, em seguida, um resultado representativo obtido para o SNP rs2333227 (Figura 4-13). 
Figura 4-13 - Géis de agarose com perfil eletroforético a) da amplificação da região do gene MPO contendo o 
SNP rs2333227 e b) dos fragmentos obtidos por restrição com a enzima AciI. a) Imagem de um gel de agarose 
exemplificativa de uma amplificação por PCR de um fragmento contendo o SNP rs2333227 do gene MPO. Canal 
1: marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen). Canais 2 a 4: produto de PCR de indivíduos 
em estudo. Canal 5: produto de PCR de um controlo positivo. Canal 6: controlo negativo b) Imagem de um gel de 
agarose exemplificativa dos fragmentos obtidos no ensaio de restrição com a enzima de restrição AciI. Canal 1: 
marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen). Canal 2: Genótipo AA. Canal 3: Genótipo AG. 
Canal 4: Genótipo GG. Canal 5: Controlo positivo heterozigótico (AG). Está indicado o tamanho do fragmento de 
PCR e os tamanhos dos fragmentos de restrição (pb). 
 
Foi efetuado o teste do Qui-quadrado para verificar se esta população se encontrava em Equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, tendo sido observado que esta se encontra em equilíbrio (χ2=3,331< 3,8411gl;p=0,05). 
Calcularam-se as frequências alélicas e observou-se uma frequência de 40,3% para o alelo A e 59,7% 
para o alelo G para a população em estudo. Para a população controlo 
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=17:58280901-
58281901;v=rs2333227;vdb=variation;vf=102847434) a frequência para o alelo A é de 36,5% e para o 
alelo G é de 63,5%.  
Foi efetuada uma análise de Odds Ratio, de forma a concluir se existiam diferenças significativas 
entre a população de doentes e a população controlo e medir a força de associação do alelo A, o alelo 
mais raro (OR=1,92; IC (95%) = [0.80-4,63]; p=0,15). Os resultados não são estatisticamente 
significativos. 
Seguidamente pretendeu-se fazer um estudo de associação entre os parâmetros estudados e os 
genótipos do rs2333227 no gene MPO. Devido à pequena dimensão da população, optou-se por 
trabalhar com apenas 2 grupos: indivíduos com o genótipo GG e indivíduos com os genótipos AG ou 
AA. Utilizou-se o teste estatístico T, para os parâmetros com distribuição normal, e o teste Mann-
Witney, para os parâmetros com distribuição não normal (Tabela 4-11). 
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Não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) em nenhum dos 
parâmetros estudados entre os genótipos GG e AG ou AA. 
 
Tabela 4-11 - Associação entre os parâmetros estudados e os genótipos (GG e AG ou AA) do SNP 
rs2333227 no gene MPO 
Parâmetros GG AG ou AA Valor p* 
Hemoglobina (g/dL) 
 
8,71 ± 1,06 (7) 
 
 
8,59 ± 1,41 (16) 0,8341 
HbS (%) 
 
71,07 ± 6,86 (7) 
 
 
76,54 ± 5,92 (15) 0,0691 
Bilirrubina (mg/dL) 
 
3,94; 2,42-5,46 (2) 
 
 
1,69; 1,26-5,57 (10) 0,1822 
LDH 
 
396,50; 328-465 (2) 
 
 






21,98 ± 2,46 (9) 0,9971 
Reticulócitos 
 
9,43 ± 3,30 (7) 
 
 












4897,22 ± 2127,56 (9) 0,3891 
FA (mol/g Hb/h) 
 
283,38 ± 47,67 (2) 
 
 
382,81 ± 108,75 (12) 0.2391 
MPO (ng/mL) 
 
22,04 ± 7,25 (2) 
 
 
40,02 ± 18,78 (12) 0,2181 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 
30,47 ± 25,56 (2) 
 
 






5,16 ± 1,05 (4) -- 
* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste T - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão; (n – número de indivíduos) 
2Teste Mann-Witney - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo; (n – número de 
indivíduos)        







4.3. Determinações bioquímicas 
 
Inicialmente, estudou-se a normalidade das variáveis MPO, FA, RMHb e RTM para a população de 
doentes com anemia das células falciformes e para os grupos controlo (Tabela 4-12). Para a MPO 
observou-se que a população dos doentes apresentava distribuição normal e a controlo não 
apresentava distribuição normal. Como uma das populações apresentava distribuição não normal 
optou-se por efetuar o teste não paramétrico de Mann-Whitney. Quanto à FA, RMHb e RTM observou-
se que as populações de doentes e controlos apresentavam uma distribuição normal, efetuando-se, 
assim, o teste paramétrico T. 
 
4.3.1. Determinação da concentração da mieloperoxidase  
 
Para fazer a comparação da concentração da MPO entre as populações doentes e controlos, e 
perceber se existiam diferenças estatisticamente significativas entre estas, efetuou-se o teste não 
paramétrico Mann-Whitney. Os resultados obtidos demostram diferenças estatisticamente 
significativas na concentração de MPO entre os doentes e o grupo controlo (p=0,000), nos quais os 





Tabela 4-12 - Estatística descritiva dos FA, MPO, RMHb e RTM na população de doentes e nas populações 
controlo e teste de normalidade Shapiro-Wilk 









Doentes 14 37,45 29,56 14,14 78,63 18,58 0,162 
Controlos 34 23,29 13,00 3,10 152,60 33,38 0,000 
FA 
 (mol/g Hb/h) 
Doentes  14 368,61 347,10 217,74 605,44 107,10 0,585 
Controlos 47 321,18 281,64 52,04 774,45 158,40 0,095 
RMHb  
(mol/g Hb/min) 
Doentes  13 23,96 21,90 12,40 48,55 9,44 0,071 
Controlos  41 22,40 23,69 1,74 46,34 8,02 0,403 
RTM 
(mmol/lcel/h) 
Doentes  4 5,17 4,90 4,21 6,65 1,05 0,485 
Controlos 47 3,96 3,90 0,64 6,82 1,34 0,635 
*Considera-se a distribuição normal quando p≥ 0,05 
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Tabela 4-13 - Concentração da MPO para a população de doentes com anemia das células falciformes 
e o grupo controlo 
MPO (ng/mL) 
 




Doentes 14 29,56 14,14 78,63 
0,000 
Controlos 34 13,00 3,10 152,60 
*Nível de significância do teste Mann-Whitney é de 0,05 
 
4.3.2. Caracterização dos fenótipos da haptoglobina 
 
Determinaram-se os fenótipos da haptoglobina a partir dos plasmas de 15 doentes com anemia 
das células falciformes. Destes, 13 indivíduos apresentavam o fenótipo Hp1-1 e 2 indivíduos o fenótipo 
Hp0. Devido a estes resultados não se procedeu para a análise estatística.  
 
4.3.3. Determinação da atividade da fosfatase ácida 
 
 Para fazer a comparação da concentração da FA entre as populações de doentes e controlos, e 
perceber se existiam diferenças estatisticamente significativas entre estas, efetuou-se o teste 
paramétrico T. Os resultados obtidos demostram que não existem diferenças estatisticamente 
significativas na concentração de FA entre os doentes e o grupo controlo (p=0,299) (Tabela 4-14).  
 
Tabela 4-14 - Atividade da FA para a população de doentes com anemia das células falciformes e o 
grupo controlo 
FA (mol/g Hb/h) 
 




Doentes 14 368,61 107,1 
0,299 
Controlos 47 321,18 158,40 







4.3.4. Determinação da atividade da redutase da metahemoglobina 
 
Para fazer a comparação RMHb entre as populações de doentes e controlos, e perceber se 
existiam diferenças estatisticamente significativas entre estas, efetuou-se o teste paramétrico T. Os 
resultados obtidos demostram que não existem diferenças estatisticamente significativas nos níveis 
de RMHb entre os doentes e o grupo controlo (p=0,974) (Tabela 4-15). 
 
Tabela 4-15 - Atividade da RMHb para a população de doentes com anemia das células falciformes 
e o grupo controlo 
RMHb (mol/g Hb/min) 
 




Doentes 13 23,96 9,44 
0,974 
Controlos 41 22,40 8,02 
*Nível de significância do teste T é de 0,05 
 
4.3.5. Determinação da atividade da redutase transmembranar 
 
Para fazer a comparação RTM entre as populações de doentes e controlos, e perceber se existem 
diferenças estatisticamente significativas entre estas, efetuou-se o teste paramétrico T. Os resultados 
obtidos demostram que não existem diferenças estatisticamente significativas nos níveis de RMHb 
entre os doentes e o grupo controlo (p=0,070) (Tabela 4-16). 
 








Doentes 4 5,17 1,05 
0,070 
Controlos 47 3,96 1,34 








4.4. Avaliação da resposta à terapêutica da suplementação com citrulina 
 
A avaliação do efeito da suplementação em citrulina foi efetuada através da análise estatística da 
evolução dos parâmetros hematológicos ou bioquímicos (hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, 
reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM) desses doentes.  
Inicialmente estudou-se a normalidade dos parâmetros referidos na população de doentes com 
anemia das células falciformes ao longo do mês 0, mês 1, mês 3 e mês 6 (Tabela XIII-1 do Anexo XIII). 
Os parâmetros que se consideraram ter distribuição normal (p≥ 0,05) para todos os meses foram a 
hemoglobina, HbS, RDW, reticulócitos, neutrófilos e MPO, utilizando-se na avaliação estatística o teste 
paramétrico ANOVA. Os parâmetros que se consideraram ter distribuição não normal (p <0,05) para 
pelo menos um dos meses foram a bilirrubina, LDH, leucócitos e RTM utilizando-se na avaliação 
estatística o teste não paramétrico Kruskal-Wallis. Para a FA e RTM em que o valor foi incapaz de ser 
calculado para um dos meses optou-se por efetuar o teste não paramétrico Kruskal-Wallis. 
Seguidamente pretendeu-se fazer uma associação entre os parâmetros estudados e os diferentes 
meses da suplementação em citrulina, para avaliação do tratamento em citrulina, pelo teste 
paramétrico ANOVA e pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis (Tabela 4-17). Não se encontraram 
diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) para nenhum dos parâmetros estudados ao longo 
dos meses. 
Também se fizeram correlações de Spearman entre os parâmetros estudados e o tempo de modo 
a ver se existia um aumento ou um decréscimo dos parâmetros ao longo do tempo, optando-se por 















Após a normalização dos dados, excluiu-se da análise da correlação da RTM por falta de dados. 
No Anexo XIV estão representadas os gráficos que correspondem às correlações entre os 
parâmetros estudados e os meses da toma do suplemento citrulina (Figura XIV-1 a Figura XIV-11). Não 
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Tabela 4-17 - Avaliação do tratamento com citrulina ao longo dos meses, nos parâmetros estudados   






8,46 ± 1,09 
(10) 
8,30 ± 1,79 
(9) 










79,54 ± 6,82 
(7) 
 
81,20 ± 4,58 
(6) 
 





























21,99 ± 2,32 
(10) 
 
24,63 ± 1,62 
(8) 
24,16 ± 2,59 
(6) 
22,97 ± 2,78 
(7) 
0,1061 
Reticulócitos (%) 6,92 ± 3,39 (12) 
 
9,07 ± 3,93 
(10) 
 
7,82 ± 2,84 
(9) 
7,37 ± 1,56 
(7) 
0,4621 












Neutrófilos (células /L) 
 
5101,50 
























37,44 ± 18,57 
(14) 
 
38,88 ± 22,70 
(5) 
33,47 ± 12,68 
(4) 
52,53 ± 10,20 
(4) 
0,4451 
























* Valores de p <0,05 são considerados estatisticamente significativos   
1Teste ANOVA - as medidas estatísticas consideradas são: média± desvio-padrão (n – número de indivíduos) 
2Teste Kruskal-Wallis - as medidas estatísticas consideradas são: mediana; mínimo-máximo (n – número de 







A anemia das células falciformes é uma doença hereditária autossómica recessiva causada por 
uma mutação no gene da -globina, que leva à presença de hemoglobina S. Embora seja uma doença 
monogénica caracteriza-se por uma grande variabilidade do seu fenótipo clínico. Esta variabilidade 
pode ser atribuída a fatores ambientais e fatores genéticos que poderão modular o seu fenótipo. 
5.1. Determinações genéticas e associação com os parâmetros estudados 
 
O haplótipo no agrupamento da globina é um dos moduladores do fenótipo da ACF melhor 
caracterizado pois os níveis de HbF variam de acordo com o haplótipo e estão relacionados com 
diferentes severidades de manifestações clínicas, sendo que o haplótipo Senegal está associado a 
níveis mais elevados de HbF, e por isso a uma menor severidade do fenótipo da ACF (Driss et al, 2009; 
Thein & Menzel, 2009). O haplótipo mais frequente na população em estudo foi o Bantu (48,1%), 
seguido do Senegal (32,7%) e por fim o Benim (19,2%). Estas frequências estão de acordo com o que 
era esperado (Lamy et al, 1995). Uma associação do haplótipo Senegal com níveis mais elevados de 
MPO (p=0,046) pode reforçar a importância deste haplótipo como sendo benéfico para os indivíduos 
com ACF, ainda que por um mecanismo desconhecido, pois a mieloperoxidase desempenha um papel 
importante no sistema de defesa do hospedeiro, estando deficiências nos níveis de MPO associados 
com processos inflamatórios (Costa et al, 2005). Este resultado também poderá dever-se a estarem a 
atuar outros fatores moduladores do nível de mieloperoxidase como, por exemplo, o rs2333227 no 
gene MPO, discutido mais à frente. Para os restantes parâmetros não se encontraram diferenças 
estatisticamente significativas (p≥0,05). 
A co-herança de -talassémia na ACF também é considerado um dos principais moduladores o 
fenótipo hematológico e clínico. Nos doentes deste estudo frequências alélicas observadas foram de 
84,6 % para o alelo  e uma frequência de 15,4 % para o alelo com a deleção de 3,7 kb (-3,7), o que 
está abaixo dos cerca de 30% de indivíduos africanos com ACF que têm traços de talassémia 
(Steinberg & Sebastiani, 2012). Está bem estabelecido que a co-herança de -talassémia diminui a 
concentração de HbS (Steinberg & Sebastiani, 2012), embora neste estudo não se tenha verificado 
diferenças estatisticamente significativas (p=0,957).Também está caracterizado que a co-herança de 
-talassémia está relacionada com uma diminuição dos níveis da enzima LDH (Steinberg & Sebastiani, 
2012) e de bilirrubina (Coelho et al, 2014; Steinberg & Sebastiani, 2012) o que também não se verifica 
61 
 
neste estudo (p=0,279 e p =0,482, respetivamente). Embora não se tenha verificado uma associação 
estatística entre os níveis de reticulócitos e a presença ou ausência da deleção -talassémica -3,7 
(p=0,082), pode observar-se que existe uma tendência para que os indivíduos que são heterozigóticos 
para a deleção -talassémica -3,7 tenham níveis mais baixos de reticulócitos (média=5,95%), 
relativamente aos indivíduos sem esta deleção (média=8,81%), resultado este que já está descrito na 
literatura (Coelho et al, 2014). A razão para estes resultados não serem estatisticamente significativos 
poderão dever-se ao reduzido tamanho da amostra populacional. Neste estudo verificou-se que a co-
herança da deleção -talassémica -3,7 está associada a níveis mais elevados de FA comparativamente 
aos indivíduos sem a deleção (p=0,022), esta associação nunca foi estabelecida, podendo esta 
diferença ser atribuída a um mecanismo desconhecido. Este resultado também poderá dever-se a 
estarem a atuar outros fatores moduladores da FA. Para os restantes parâmetros não se encontraram 
diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05). 
O gene BCL11A também está relacionado com o nível de HbF. Está bem estabelecida a relação 
entre o SNP rs11886868, gene BCL11A, e os níveis de HbF. Vários estudos indicam que a presença do 
alelo C neste SNP está associado com valores de HbF mais elevados (Bhanushali et al, 2015b; Pereira 
et al, 2015; Uda et al, 2008), sendo assim este alelo considerado protetor. Embora os resultados 
obtidos para a população em estudo não sejam estatisticamente significativos (OR=2,15; IC (95%) = 
[0,95-4,90]; p = 0,07), parece existir uma maior prevalência do alelo C na população estudada, 
relativamente à população controlo. Quanto às associações estatísticas não se encontraram diferenças 
estatisticamente significativas (p≥0,05) para nenhum dos parâmetros estudados entre os genótipos. 
O gene eNOS codifica a enzima sintase do óxido nítrico endotelial que nas células endoteliais 
produz NO, um potente agente vasodilatador, antioxidante, antiadesivo e antitrombótico. Nos doentes 
com anemia das células falciformes observa-se um estado de resistência ao NO mediado pela 
inativação do NO pela Hb plasmática libertada no estado de hemólise crónica característica desta 
doença. O SNP rs2070744, na região do promotor, foi estudado na amostra populacional, tendo-se 
verificado que a presença do alelo C (genótipo CC ou CT) nos doentes é maior do que na população 
controlo (OR= 2,48; IC (95%) = [1,12-5,46]; p = 0,02). A presença do alelo C tem sido considerado um 
fator de risco em algumas doenças (Cattaruzza et al, 2004; Melchers et al, 2006). Um estudo associou 
o alelo T com menores níveis de bilirrubina (Coelho et al, 2014), o que sugeriu ter um efeito protetor 
na hemólise na ACF. Embora não se tenha verificado uma associação estatística (p=0,530) na 
população em estudo, menores níveis de bilirrubina (mediana=1,74 mg/dL) também foram 
encontrados em indivíduos com o genótipo TT em comparação com indivíduos com o genótipo CT 
(mediana=2,00 mg/dL). Por outro lado, e contrariamente ao que seria de esperar, verificou-se que a 
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presença do genótipo TT está associado a níveis mais elevados de LDH (p=0,042) e de reticulócitos 
(p=0,015) relativamente ao genótipo CT. Para os restantes parâmetros (hemoglobina, HbS, RDW, 
leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM) não se encontraram diferenças estatisticamente 
significativas (p≥0,05) entre os genótipos TT e CT. O SNP rs1799983, no exão 7, também foi estudado 
na amostra populacional, tendo-se verificado que a presença do alelo T (genótipo TT ou GT) nos 
doentes é maior do que na população controlo (OR= 2,89; IC (95%) = [1,22-6,86]; p = 0,015). Este SNP 
não tem sido tão associado como fator de risco em doenças, mas existe um estudo que associou o 
haplótipo 4a-T-C (alelo 4a do VNTR intrão 4, rs1799983 e rs2070744) com doentes com DCF com 
fenótipo severo, comparativamente ao haplótipo 4b-G-T que foi associado com um fenótipo menos 
severo (Nishank et al, 2013). Por outro lado, na população estudada, verificou-se que a presença do 
genótipo GG está associado a níveis mais elevados de LDH (p=0,042) e de reticulócitos (p=0,006) 
relativamente ao genótipo GT ou TT. Estes resultados sugerem que a presença do alelo T poderá ter 
um efeito protetor na hemólise nos indivíduos estudados, por estar associado com menores níveis de 
LDH e reticulócitos. Para os restantes parâmetros (hemoglobina, HbS, bilirrubina, RDW, leucócitos, 
neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM) não se encontraram diferenças estatisticamente significativas 
(p≥0,05) entre os genótipos TT e CT. O VNTR no intrão 4 do gene eNOS também foi estudado nesta 
população. Um estudo recente sugeriu que alelo 4a do VNTR do intrão 4 do gene eNOS está 
relacionado com disfunção endotelial e vasculopatia na DCF (Tantawy et al, 2015). Na população 
estudada verificou-se que a presença do alelo 4a está associado a níveis mais elevados de neutrófilos 
relativamente à ausência do alelo 4a (p=0,045). Considerando-se que a presença do alelo 4a leva a 
uma diminuição do NO, um dos possíveis mecanismos para este resultado pode residir no facto do NO 
ter um papel importante na defesa contra infeções podendo diminuir ou aumentar a ativação de 
neutrófilos dependendo da sua concentração (Coleman, 2001), estando baixas concentrações de NO 
associadas a um aumento da ativação de neutrófilos e elevadas concentrações como inibidoras da 
ativação (Armstrong, 2001). Para os restantes parâmetros (hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, 
reticulócitos, leucócitos, FA, MPO, RMHb e RTM) não se encontraram diferenças estatisticamente 
significativas (p≥0,05) entre a presença ou a ausência do alelo 4a. Estes resultados sugerem que estes 
polimorfismos no gene eNOS possam agir como moduladores genéticos principalmente do processo 
de hemólise, uma vez que dois biomarcadores de hemólise (LDH e reticulócitos) foram associados a 
dois polimorfismos deste gene, podendo ser uteis para a predição de uma suscetibilidade aumentada 
para complicações relacionadas com a hemólise.  
O gene HMOX-1 codifica a HO-1, enzima que catalisa a oxidação do grupo heme. Como os 
eritrócitos falciformes têm elevadas taxas de lise, libertando grande quantidade de Hb no plasma, esta 
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enzima tem um efeito citoprotetivo que é mediado através de efeitos anti-inflamatórios e 
antioxidantes da degradação do heme. O SNP rs2071746, localizado no promotor do gene, foi 
estudado na amostra populacional, tendo-se verificado que a presença do alelo A (genótipo AA ou AT) 
nos doentes é maior do que na população controlo (OR=2,44; IC (95%) = [1,01-5,89]; p =  0,047). A 
presença do alelo A deste SNP foi descrita como conferindo uma maior atividade ao promotor do gene 
(Ono et al, 2004). Quanto às associações estatísticas não se encontraram diferenças estatisticamente 
significativas (p≥0,05) para nenhum dos parâmetros estudados entre os genótipos. O STR rs3074372, 
localizado na região do promotor, foi estudado na amostra populacional. Existem estudos que sugerem 
que pessoas com um menor número de repetições GT têm uma maior expressão de hemoxigenase 
induzível (Hirai et al, 2003; Taha et al, 2010) e que este menor número de repetições está associado a 
uma menor taxa de hospitalização por síndrome torácica aguda em crianças com DCF (Bean et al, 
2012). Quanto às associações estatísticas também não se encontraram diferenças estatisticamente 
significativas (p≥0,05) para nenhum dos parâmetros estudados entre os genótipos. 
O gene MTHFR codifica a redutase do metilenotetrahidrofolato, enzima responsável por reduzir 
os níveis de homocisteína no plasma. Nos doentes com ACF, a hemólise crónica provoca um elevado 
requerimento de folato necessário para a eritropoiese normal e os indivíduos que apresentam uma 
deficiência em folato apresentam maiores níveis de homocisteína no sangue. O SNP rs1801133, 
localizado no exão 4, foi estudado na amostra populacional, tendo-se verificado que a presença do 
alelo T (genótipo TT ou CT) nos doentes é maior do que na população controlo (OR=2,60; IC (95%) = 
[1,13-5,97]; p = 0,02). Vários estudos já associaram o genótipo TT a níveis aumentados de homocisteína 
no plasma (Anderson et al, 1997; Clarke et al, 2012; Nienaber-Rousseau et al, 2013) e na AFC também 
já têm sido feitos estudos que associam a presença do alelo T com complicações características da 
doença (Hatzlhofer et al, 2012; Neto et al, 2006; Kutlar et al, 2001). Quanto às associações estatísticas 
não se encontraram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) para nenhum dos parâmetros 
estudados entre os genótipos. 
A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima lisossomal encontrada em neutrófilos e monócitos e 
desempenha um papel importante no sistema de defesa do hospedeiro, proporcionando uma 
atividade microbicida contra um grande número de microrganismos. Os doentes com ACF são 
suscetíveis a infeções constituindo uma causa comum de hospitalização. O SNP rs2333227, localizado 
na região do promotor deste gene, foi estudado na amostra populacional, tendo-se verificado que não 
existem diferenças alélicas estatisticamente significativas entre os doentes e população controlo 
(OR=1,92; IC (95%) =[0,80-4,63]; p=0,15). Já foi demonstrado que a variante A reduz significativamente 
a transcrição do gene da MPO (London et al, 1997) e que aumenta a suscetibilidade a infeções em 
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doentes com ACF (Costa et al, 2005). Neste estudo não se encontraram diferenças estatisticamente 
significativas (p≥0,05) para nenhum dos parâmetros estudados entre os genótipos. Era de esperar 
encontrar-se uma associação estatisticamente significativa entre os níveis de MPO e os genótipos, em 
que os indivíduos com a variante A tivessem níveis mas baixos de MPO. A razão para este resultado 
não ser estatisticamente significativo provavelmente deveu-se ao reduzido tamanho da amostra 
populacional. 
 
5.2. Determinações bioquímicas 
 
A mieloperoxidase, como foi referido anteriormente, desempenha um papel importante no 
sistema de defesa do hospedeiro. Esta diferença estatisticamente significativa na concentração de 
MPO entre os doentes e o grupo controlo (p=0,000), nos quais os doentes apresentam valores mais 
elevados de MPO (mediana=29,56 ng/mL) em comparação com a população controlo (mediana=13,00 
ng/mL) demonstra que esta enzima atua no combate a agentes patogénicos, uma vez que estes 
doentes são mais suscetíveis a infeções. Outra causa para esta grande diferença pode ser a diferenças 
(etárias, de género e etnia) entre a população de doentes e a população controlo. 
A haptoglobina (Hp) tem como principal função ligar-se com alta afinidade à Hb livre, fazendo 
parte do mecanismo de eliminação da Hb livre pós-hemólise e protegendo organismo de diversas 
lesões oxidantes por parte do ferro. Dos indivíduos analisados 13 apresentavam o fenótipo Hp1-1, 
sendo este fenótipo o que capta com maior afinidade a Hb livre, reduzindo assim respostas 
inflamatórias associadas. Estes resultados estão de acordo com os descritos na literatura pois uma 
maior frequência do fenótipo H1-1 é encontrada em África (Adekile & Haider, 2010), estando também 
associado com a DCF (Moreira & Naoum, 1990; Santos et al, 2011). O fenótipo Hp0 encontrado em 2 
indivíduos pode ser explicado como sendo um fenótipo secundário devido ao aumento de consumo 
de Hp durante a hemólise.  
A fosfatase ácida do eritrócito é uma enzima citoplasmática que catalisa a hidrólise de 
fosfotirosinas presentes em várias proteínas, sendo a sua função modulada por ROS. Os resultados 
obtidos demostram que não existem diferenças estatisticamente significativas na concentração de FA 
entre os doentes e o grupo controlo (p=0,299). 
A redutase da metahemoglobina existente nos eritrócitos catalisa a redução de metahemoglobina 
a hemoglobina. Assim, um aumento da concentração de oxidantes no eritrócito está envolvido na 
ativação desta enzima. Na ACF há uma maior produção de espécies reativas de oxigénio, o que irá 
predispor a hemoglobina à oxidação resultando na formação de metahemoglobina. Embora se 
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pudesse esperar que estes doentes apresentassem níveis superiores desta enzima relativamente à 
população controlo, os resultados obtidos demostram que não existem diferenças estatisticamente 
significativas nos níveis de RMHb entre os doentes e o grupo controlo (p=0,974). 
A redutase transmembranar desempenha uma função importante na manutenção do equilíbrio 
redox no glóbulo visto ser responsável pela remoção de eletrões ao nível da membrana. Embora os 
resultados demostrem que não existam diferenças estatisticamente significativas nos níveis de RTM 
entre os doentes e o grupo controlo (p=0,070), parece existir uma tendência para que os doentes 
apresentem níveis mais elevados de RTM (média=5,17 mmol/lcel/h), relativamente à população 
controlo (média=3,96 mmol/lcel/h), podendo ser explicada pelo facto da RTM poder ser ativada por 
agentes oxidantes presentes nos doentes com ACF.  
 
5.3. Avaliação da resposta à terapêutica da suplementação com citrulina 
 
Os doentes com ACF apresentam uma menor biodisponibilidade nas células endoteliais de 
arginina, resultado do aumento no plasma da enzima arginase, após a hemólise, que contribui para 
uma perda da biodisponibilidade de óxido nítrico. A suplementação com citrulina parece ser uma 
forma mais eficaz de aumentar os níveis plasmáticos de arginina, uma vez que a arginina administrada 
oralmente ser transformada nas células intestinais em ornitina e ureia por ação da arginase. A citrulina 
administrada oralmente ultrapassa essa restrição, pois não é capturada pelo fígado, e é reciclada em 
arginina principalmente no rim e nas células endoteliais aumentando assim a produção de NO. 
Neste estudo pretendeu avaliar-se o efeito da suplementação com citrulina (0,1 mg/Kg/dia) como 
suplemento alimentar em doentes com ACF num estudo do tipo observacional, ao longo do tempo 
(mês 0, mês 1, mês 3 e mês 6) através da evolução de vários parâmetros hematológicos e bioquímicos 
(hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e 
RTM). Quinze indivíduos iniciaram o protocolo de suplementação em citrulina. Destes, apenas sete 
finalizaram o protocolo. 
Para os parâmetros analisados ao longo dos meses, não se encontraram diferenças 
estatisticamente significativas (p≥0,05) entre os tempos, em nenhum dos parâmetros estudados pelos 
testes ANOVA e Kruskal-Wallis.  
Quanto às correlações de Spearman, também não se verificaram níveis de significância para as 
correlações entre os parâmetros e os meses da toma do suplemento citrulina. No entanto parece haver 




 Uma das explicações para estes resultados não serem estatisticamente significativos poderá ser 
devida ao reduzido número de amostras, principalmente para os meses 1, 3 e 6. Outra explicação 
poderá residir na concentração de citrulina administrada (0,1 mg/Kg/dia). De facto, foi realizado um 
ensaio clínico piloto de fase II relacionando a suplementação com citrulina em indivíduos com DCF 
(Waugh et al, 2001), em que as concentrações de citrulina administradas foram de aproximadamente 
0,1 g/kg duas vezes ao dia, onde foi observado um impacto bastante favorável nos sintomas 
observados, com um aumento dos níveis plasmáticos de arginina, e redução nas contagens elevadas 
de leucócitos totais e neutrófilos segmentados para dentro dos limites normais. O mecanismo 
proposto pelos autores deste estudo para a diminuição de leucócitos é o que com suficiente arginina 
disponível no plasma para a atividade da eNOS na produção de NO como produto, citocinas pró-
inflamatórias, moléculas de adesão e leucócitos são suprimidos. 
Dos indivíduos que finalizaram o protocolo de suplementação em citrulina, foi relatada uma 
melhoria clínica e do apetite para 6 indivíduos durante o protocolo. Embora não se possa descartar o 



















Neste estudo pretenderam-se identificar fatores genéticos e bioquímicos moduladores do 
fenótipo num grupo de 26 indivíduos com anemia das células falciformes e ainda estudar a resposta à 
terapêutica de suplementação com citrulina.  
Relativamente às determinações genéticas, observou-se uma diferença estatisticamente 
significativa (p=0,046) para os níveis de MPO entre os indivíduos com presença ou com ausência do 
haplótipo Senegal, verificando-se que a presença do haplótipo Senegal está associada com níveis mais 
elevados de MPO. Também se observou uma diferença estatisticamente significativa (p=0,022) para 
nos níveis de FA entre os indivíduos com deleção -talassémica -3,7 e indivíduos sem deleção, 
verificando-se que a co-herança da deleção -talassémica -3,7 está associada a níveis mais elevados 
de FA. Relativamente ao gene eNOS, verificou-se no SNP rs2070744 que a presença do alelo C nos 
doentes é maior do que na população controlo e que a presença do genótipo TT está associado a níveis 
mais elevados de LDH (p=0,042) e de reticulócitos (p=0,015). Também se verificou no SNP rs1799983 
de eNOS que a presença do alelo T nos doentes é maior do que na população controlo e que a presença 
do genótipo GG está associado a níveis mais elevados de LDH (p=0,042) e de reticulócitos (p=0,006). 
Ainda no gene eNOS verificou-se que a presença do alelo 4a está associado a níveis mais elevados de 
neutrófilos relativamente à ausência do alelo 4a (p=0,045). No gene HMOX-1, no SNP rs2071746, 
verificou-se que a presença do alelo A nos doentes é maior do que na população controlo. Quanto ao 
SNP rs1801133 no gene MTHFR, verificou-se que a presença do alelo T nos doentes é maior do que na 
população controlo. Estes resultados revelaram várias associações entre os genótipos e fenótipos na 
AFC e diferenças estatisticamente significativas entre os doentes e populações controlo para vários 
polimorfismos.  
Relativamente às determinações bioquímicas apenas se observou uma diferença estatisticamente 
significativa na concentração de MPO entre os doentes e o grupo controlo (p=0,000), nos quais os 
doentes apresentavam valores mais elevados de MPO. 
Quanto ao estudo da resposta à terapêutica de suplementação em citrulina, embora não se 
tenham encontrado diferenças estatisticamente significativas nos parâmetros analisados ao longo dos 
meses, foi relatada uma melhoria clínica e do apetite nos doentes que finalizaram o protocolo de 
suplementação em citrulina, facto este que pode sugerir um papel benéfico da citrulina nestes 
doentes. 
Os resultados deste estudo reforçam, principalmente, a importância do NO na ACF. Pode 
presumir-se que o NO e possivelmente os seus percursores, como a citrulina, possam ser utilizados 
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como terapia nestes doentes. Contudo, os resultados deste estudo deverão ser confirmados numa 
amostra populacional de maior dimensão de forma a se obterem dados mais representativos e com 
uma maior validade. Neste estudo propuseram-se algumas hipóteses compatíveis com as associações 
entre o genótipo e o fenótipo, no entanto, futuros estudos funcionais serão necessários para 
desvendar os mecanismos envolvidos. Também deverão ser realizadas investigações mais 
aprofundadas sobre efeitos da suplementação com citrulina na anemia das células falciformes como, 
por exemplo, estudos com placebo e avaliações de um maior número de parâmetros, de forma a 
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Anexo II - Procedimento experimental para o tratamento das amostras para as 
determinações bioquímicas  
 
Sangues colhidos em tubos com EDTA foram colocados a centrifugar durante 10 minutos a 2000 
rotações por minuto (rpm), a 4o C. Dos tubos com EDTA foi retirado o plasma que foi distribuído em 
alíquotas e guardado a -20o C.  
Separaram-se os eritrócitos do sangue total através de 4 centrifugações a 2000 rpm durante 10 
minutos, sendo a primeira para separar o plasma dos restantes componentes do sangue, e as restantes 
lavagens com NaCl 0,9% (v/v) para se ficar apenas com os eritrócitos. 
Após a última centrifugação remove-se o NaCl e a partir dos glóbulos vermelhos lavados são 





















Anexo III - Extração de DNA pelo método de salting-out 
 
Reagentes:  
TKMX-100: 2,5 % (v/v) Triton X-100 diluído em tampão TKM1 
Tampão TKM1: 10 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 mM KCl, 10 mM MgCl2, 2 mM EDTA 
Tampão TKM2: 10 mM Tris-HCl pH 7,6, 10 mM KCl,10 mM MgCl2, 2 mM EDTA, 0,4 M NaCl 
IGEPAL CA-630 - octilfenoxi polietoxietanol (Sigma-Aldrich) 
Dodecil sulfato de sódio (SDS- Sodium dodecyl sulfate) a 10% 
NaCl 6M 





1. O DNA foi extraído de sangue periférico colhido num tubo com anticoagulante EDTA.  
2. Transferiu-se 2 mL para um tubo rolhado e graduado de 10 ml.  
3. Adicionou-se 1 volume de TKM X-100  
4. Adicionou-se 25 μl de IPGEPAL CA 630 por cada ml de sangue. 
5. O tubo foi agitado 4-5 vezes por inversão vigorosa.  
6. Seguiu-se uma centrifugação a 2200 rpm, à temperatura de aproximadamente 4o C e durante 15 
minutos, que deve ser repetida caso o pellet formado não adira ao fundo do tubo.  
7. O sobrenadante foi rejeitado e ao pellet que contém, entre outros constituintes, ao DNA, foi 
adicionado 1 ml de tampão TKM 1 por cada ml de sangue.  
8. Centrifugou-se à mesma temperatura, a 1600 rpm e por um período de 10 min e foram repetidos 
os passos de rejeição do pellet e adição de tampão TKM 1.  
9. O passo anterior foi repetido no máximo duas vezes de modo a ser obtido um pellet branco evitando 
perdas excessivas de DNA.  
10. Ressuspendeu-se o pellet (vortex) na solução de TKM 2 numa proporção de 160 ml por ml de 
sangue.  
11. Adicionou-se 10 μl de SDS 10% por ml de sangue e a mistura foi ressuspendida com o auxílio de um 
micropipeta.  
12. Incubou-se a 55o C por 10 minutos.  
80 
 
13. Ao fim deste intervalo de tempo o conteúdo do tubo foi transferido para um eppendorf ao qual se 
juntou 60 μl de NaCl saturado por ml de sangue. Visualizou-se de imediato a precipitação de proteínas 
existentes na suspensão de DNA que forma uma fase branca opaca distinta de outra completamente 
transparente (suspensão de DNA).  
14. Agitou-se o tubo eppendorf no vortex.  
15. Centrifugou-se numa centrífuga de eppendorfs, a 12000 rpm, à temperatura ambiente e por 30 
minutos num processo denominado salting-out.  
16. Verteu-se o sobrenadante resultante da centrifugação anterior para um tubo de vidro e adicionou-
se aproximadamente 2 volumes de etanol absoluto previamente arrefecido a -20o C.  
17. O tubo, devidamente selado com parafilme, foi invertido suavemente até precipitação do DNA.  
18. Ressuspendeu-se o DNA em 200 μl de Tampão TE previamente colocados no tubo de eppendorf 




















Anexo IV - Tampões para PCR e para eletroforese em gel de agarose 
 
Tampão de PCR α 10X  
116 mM (NH4)2SO4  
670 mM Tris-HCl pH 8,8  
15 mM MgCl2  
0,67 mM EDTA  
100 mM β-mercaptoetanol 
 
Tampão de PCR B 10X  
50 mM KCl2  
10 mM Tris-HCL pH 8,8  
150 uM MgCl2  
0,01 % (p/v) gelatina  
DNTPs (0,04 x 100 mM) 
Tampão de PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012622_PCR_Master_2X_K0171_UG.pdf 
 
Tampão TAE 10X 
48,4g Tris 
11,4 mL de ácido acético  
37,22g Na2EDTA + 4g NaOH para 200mL H2O 
 
Tampão TBE 10X  
1,0 M Tris  





















Tabela V-1 - Composição da mistura reacional para pesquisa da mutação drepanocítica, condições de 





























0,5 65oC, 1 min 
Taq Polimerase 
(5U/L) 
0,1 72oC, 1 min 
DNA molde 
(100 ng/L) 
0,5 72oC, 10 min 
Tabela V-2 - Composição da mistura reacional para os SNPs rs7482144, rs2070972 e rs968857 para 
construção do haplótipo do agrupamento génico da -globina, condições de PCR, composição dos 
oligonucleótidos iniciadores e fragmentos obtidos 



























0,5 55oC, 40 seg 
Taq Polimerase (5 U/µL) 0,1 72oC, 50 seg 
DNA molde (100 ng/L) 0,5 72oC, 10 min 
rs2070972 
HindIII (G) 

















0,5 58oC, 40 seg 
Taq Polimerase (5 U/µL) 0,1 72oC, 50 seg 














Oligonucleótido direto  
(25 pmol/µL) 
0,5 94oC, 1 min 
30 
ciclos 
Oligonucleótido reverso  
(25 pmol/µL) 
0,5 60oC, 1 min 
Taq Polimerase (5 U/µL) 0,1 72oC, 1 min 








Tabela V-3 - Composição da mistura reacional para os SNPs rs11886868 do gene BCL11A, rs2070744 e 
rs1799983 do gene eNOS, rs2333227 do gene MPO e rs1801133 do gene MTHFR, condições de PCR, 
composição dos oligonucleótidos iniciadores e fragmentos obtidos 


























0,5 62oC, 1 min 
Taq Polimerase (5 U/µL) 0,1 72oC, 1 min 





















0,5 61oC, 30 seg 
Taq Polimerase (5 U/µL) 0,1 72oC, 40 seg 
DNA molde (100 ng/L) 1 72oC, 10 min 
rs1799983 
eNOS 

















0,5 61oC, 30 seg 
Taq Polimerase (5 U/µL) 0,1 72oC, 40 seg 
DNA molde (100 ng/L) 1 72oC, 10 min 
rs2333227 
MPO 

















1 61oC, 30 seg 
H2O 9,5 72oC, 40 seg 
DNA molde (100 ng/L) 1 72oC, 7 min 
rs1801133 
MTHFR 


















1 62oC,30 seg 
H2O 9,5 72oC,1 min 







Tabela V-4 - Composição da mistura reacional, condições de PCR, composição dos oligonucleótidos 


























1 55oC, 30 seg 
H2O 9,5 72oC, 45 seg 
DNA molde  
(100 ng/L) 




































Tabela VI-1 - Composição da mistura reacional utilizada para a deteção da deleção –3,7 e as 










Tampão α (10x) 2,5 2,5 



















DMSO 2,5 2,5 
BSA (10 mg/mL) 0,4 0,4 
94oC, 1 min 
32 
Ciclos 
MgCl2 (0,1mM) 0,5 0,5 
dNTPs (100 mM) 0,5 0,5 




1 (25 pmol/µL) 
0,5 - 
72oC, 3 min 
Oligonucleótido reverso 
2 (25 pmol/µL) 
- 0,5 
Taq Polimerase (5U/µL) 0,2 0,2 
72oC, 5 min H2O 16,4 16,4 
DNA molde (100 ng/L) 1 1 
Figura VI-1 - Genes da 2- e 1-globina. a) Esquema representativo dos genes da 2- e 1-globina e os 
respetivos oligonucleótidos usados para a sua amplificação, bem como o tamanho do fragmento amplificado. 
b) Representação do gene híbrido  resultante da deleção –3,7 e os respetivos oligonucleótidos, bem 
como o tamanho do fragmento amplificado.  
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Tabela VII-1 - Composição da mistura reacional, condições de PCR-alelo específico, composição dos 
oligonucleótidos iniciadores e fragmentos obtidos para o SNP rs2071746 em HMOX-1 e para o 






(pb) Mistura a Mistura b 
















direto A  
(25 pmol/µL) 
0,5 - 










0,5 0,5 61oC, 30 seg 
Taq Polimerase 
(5 U/µL) 
0,1 0,1 72oC, 40 seg 
DNA molde  
(100 ng/L) 




Anexo VIII - Ensaios de restrição: condições, tamanho de fragmentos obtidos e 
determinação do haplótipo 
 
Tabela VIII-1 - Condições das reações de restrição para a confirmação da mutação drepanocítica e 
tamanho de fragmentos obtidos 
Enzima de 
restrição 






















Produto de PCR 15 





Tabela VIII-2- Condições das reações de restrição para os SNPs rs7482144, rs2070972e rs968857 para construção do 































XmnI (20 U/L) 0,25 
C - 
H2O 2,75 





































G - Produto de PCR 15 












Tabela VIII-3 - Condições das reações de restrição para os rs11886868 do gene BCL11A, rs2070744 e rs1799983 do 

































MboII (5 U/L) 1 
T - 
H2O 2 
















MboI (5 U/L) 1 
G - 
H2O 2 

























AciI (10 U/μL) 0,5 
A - 
H2O 2,5 











HinfI  (10 U/L) 0,5 
C - 
H2O 2,5 
Produto de PCR 15 
N- qualquer nucleótido; Seta – local de clivagem da enzima de restrição 
  
Figura VIII-1 - Esquema representativo do agrupamento génico da -globina, localização dos RFLPs 




Anexo IX - Determinação dos genótipos/fenótipos da haptoglobina 
 
Preparou-se o gel adicionando 14mL do tampão do gel (36mg Tris em 100 mL de H20 e acertando 
o pH com HCl 5M para um valor de pH 8,9), 14mL de solução acrilamida/bisacrilamida (28g de 
acrilamida e 0,735g de bis-acrilamida em 100ml de H20), 21mL de H20, 350 μL de TEMED e 1mL de 
persulfato de amónio 12mg/mL que inicia a polimerização. A solução foi introduzida entre duas placas 
de vidro preparadas para a polimerização do gel, ficando este a solidificar durante 30 minutos.  
As amostras para aplicação no gel foram preparadas adicionando-se 15µL de hemoglobina (obtida 
a partir de sangue do cordão umbilical) e 15µL de sacarose (40g/100mL) a 20µL de plasma dos doentes, 
para um volume final de 45μL. Aplicou-se 10µL de cada amostra no gel, introduziram-se as placas com 
o gel numa tina de eletroforese com tampão Tris/glicina (18g de TRIS e 86,4g de glicina em 3 L de H20, 
acertando o pH com HCl 5M para um valor de pH 8,3). As condições de eletroforese são 190 volts 
durante 4 horas mantendo a temperatura inferior a 4o C.  
 Para a coloração das bandas resultantes da eletroforese foi utilizado o método da coloração por 
contacto, utilizando-se uma solução de o-dianisidina (50mg de o-dianisidina em 10 mL ácido acético 
50% (v/v)) sobre um papel de filtro colocado no gel durante 3 minutos seguido de peróxido de 






Figura IX-1- Imagem exemplificativa dos principais fenótipos da haptoglobina (Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2) 
em gel de poliacrilamida. 
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Anexo X - Atividade da fosfatase ácida 
Prepararam-se 4 tubos de ensaio (2 brancos aos 0 e 30 minutos- B0 e B30 e 2 amostras aos 0 e 30 
minutos – A0 e A30) e adicionou-se a cada um destes 450 μL de pNPP em tampão citrato (pNPP 10 mM 
em tampão citrato de sódio 200mM pH6.0). Incubaram-se os tubos em banho-maria a 37oC durante 5 
minutos com agitação. Após este período adicionou-se 50 μL de glóbulos vermelhos lavados, 
previamente hemolisados em mercaptoetanol a 10%, aos tubos A0 e A30. Retiraram-se os tubos 0 (A0 
e B0) do banho e colocaram-se em gelo e os restantes tubos (30minutos) foram incubados com 
agitação a 37o C durante 30 minutos. Adicionou-se 1 mL de NaOH 600mM aos tubos 0 (B0 e T0). 
Adicionou-se ao tubo B0 50 μL de glóbulos vermelhos hemolisados. Agitara-se os tubos 0 e leram-se 
as absorvências a 405nm no espectrofotómetro utilizando como branco o tampão citrato 200mM 
pH=0,6. Após os 30 minutos de incubação, colocaram-se os tubos dos 30 minutos em gelo e adicionou-
se 1 mL de NaOH 600mM. Adicionou-se posteriormente 50 μL de hemolisado ao tubo B30. Agitaram-
se os tubos e leram-se as absorvências a 405nm tal como anteriormente.  


















Em que:  
((A30-B30)-(A0-B0))/30 Variação da absorvência nos 30 minutos de reação, tendo em conta a 
redução não enzimática do p-NPP 
30 Diluição do hemolisado (1/40) no ensaio:0,1mL/3mL 
60 Fator de conversão do intervalo de 1 minuto num intervalo de 1 hora. 
40 Diluição dos glóbulos para o ensaio da Hb (0,1mL/0,4mL) 
AbsHb Absorvência da Hb 
35,714 Transforma a absorvência da Hb em gramas de Hb 
40 Diluição dos glóbulos para o ensaio da FA 







Anexo XI - Atividade da redutase da metahemoglobina 
 
Cada análise conteve, por ordem de adição, 100 L de solução tampão Tris-EDTA a pH 8.0, 100L 
de ferricianeto de potássio a 2mM, 100 L de NADH a 2 mM, 680 L de H2O desionizada e 20 L de 
suspensão de eritrócitos em mercaptoetanol a 10%. Utilizou-se como referência uma solução padrão 
contendo a mesma quantidade de tampão, ferricianeto de potássio e de NADH e 700 L de H2O 
desionizada. A reação foi monitorizada para o decréscimo da absorvência a 340 nm num 
espectrofotómetro durante 3 minutos a 37o C. Todas as leituras foram realizadas em duplicado.  
Para a determinação da concentração de Hb, aos glóbulos lavados adicionou-se 20 μL a 5mL de 
solução de Drabkin (0,6M ferrocianeto de potássio, 0,7M cianeto de potássio, e 0,012M 
hidrogenocarbonato de sódio), agitou-se e incubou-se no escuro durante 10 minutos. Leu-se a 
absorvência a 540nm (solução de Dradkin como branco). Determinou-se a concentração de Hb através 
de uma curva de calibração. 
 







Unidades= mol/g Hb/min 
 
Em que: 
Abs340 Variação da absorvência no ensaio lida a 340 nm 
Vol cuvete Volume da cuvete, L 
Vol amostra Volume da amostra utilizada no ensaio no ensaio, mL 
 Coeficiente de extinção molar da hemoglobina a 340 nm, L/mol/cm  
d Distância do percurso, cm (cuvete de 1 cm) 
T Variação do tempo entre a leitura das absorvências, min 
[𝐻𝑏] Concentração da hemoglobina da amostra a 540 nm, g/mL  








Anexo XII - Atividade da redutase transmembranar 
 
De forma a determinar a atividade da RTM, foi necessário calcular o coeficiente de absortividade 
do ferrocianeto (ε). Este valor foi obtido através de uma curva de calibração, que é efetuada sempre 
que é preparada uma nova solução de cloreto férrico ou de batofenantrolina. Para tal, dissolveram-se 
0,002 g de ferrocianeto de potássio em 100 ml de água desionizada e prepararam-se várias diluições 
desta solução em tubos de ensaio de 10 ml, para um volume final ajustado de 700 μl. Preparou-se uma 
mistura reacional e adicionaram-se a cada um dos tubos, 300 μl desta mesma mistura, agitando-os no 
vórtex e colocando-os depois ao escuro durante 5 minutos. Realizou-se a leitura da conversão de 
ferricianeto a ferrocianeto das diferentes soluções a 535 nm num espectrofotómetro e registaram-se 
os valores verificados, efetuando posteriormente a curva de calibração, sendo que, o valor do 
coeficiente de absortividade do ferrocianeto foi dado pelo declive da reta obtida. 
Preparam-se 4 tubos de ensaio (2 brancos aos 0 e 20 minutos- B0 e B20 e 2 amostras aos 0 e 20 
minutos – A0 e A20) e adicionou-se a cada um destes 700 μl de tampão fosfato salino 0.1 M e 37,5 μl 
de eritrócitos, obtidos no passo anterior. Colocam-se os tubos de ensaio numa incubadora durante 5 
minutos a 37o C com agitação constante. Após a incubação adicionaram-se 12,5 μl de Ferricianeto de 
Potássio 0,1 M em NaCl 0,9 % (v/v) aos tubos A0 e A20 e centrifugaram-se os tubos B0 e A0 a 2000 
rpm durante 10 minutos a 4o C. Retiraram-se 350 μl de sobrenadante dos tubos B0 e A0 para um novo 
tubo de ensaio devidamente identificado. Enquanto se procedeu o passo anterior, continuou a 
incubação dos tubos B20 e A20 por mais 20 minutos. Terminando esse período centrifugaram-se estes 
tubos a 2000 rpm durante 10 minutos a 4o C. Retiram-se 350 μl de sobrenadante dos tubos B20 e A20 
para um novo tubo de ensaio devidamente identificado. Adicionam-se 6,25μl de Ferricianeto de 
Potássio 0,1 M em NaCl 0,9 % (v/v) aos novos tubos de ensaio contendo o sobrenadante de B0 e B20. 
Incubou-se o tubo de B20 durante 20 minutos a 37o C com agitação constante e armazenaram-se os 
tubos contendo os sobrenadantes de B0, A0 e A20 a 4o C. Para efetuar as leituras da atividade da RTM, 
colocaram-se 700 μl de H2O e 300 μl de mistura reacional (2 proporções de acetato de sódio 3M pH 6, 
2 proporções de ácido cítrico 0,2 M, 1 proporção de cloreto férrico 0,0033 M (em ácido acético 0,1 M) 
e 1 proporção de Batofelantrolina (6.74x10-3 M) num tubo de ensaio correspondente ao branco e 600 
μl de H2O, 300 μl de mistura reacional e 100 μl do respetivo sobrenadante em tubos de ensaio 
devidamente identificados como B0, A0, B20 e A20. Agitaram-se os tubos, colocando-os em seguida 
no escuro durante 5 minutos. Leram-se as absorvências a 535 nm num espectrofotómetro e registam-
se os valores observados. 
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A determinação do hematócrito foi feita fazendo passar a solução de glóbulos vermelhos lavados 
no início do método experimental, por um tubo capilar específico para hematócrito. Centrifugam-se 
os capilares durante 7 minutos numa microcentrífuga a 15250 G e determinou-se o volume das células 
relativamente ao volume total de suspensão, comparando a altura da coluna de células com a altura 
da coluna de líquido, com o auxílio de um cartão de leitura manual de hematócrito. 











Unidades= mmol ferrocianeto/l/hora 
 
(A20-B20)-(A0-A20) Diferença do valor das absorvências medidas no tempo 20min de 
incubação e as absorvências medidas no tempo 0 
ε (ferrocianeto) Coeficiente de correlação do ferrocianeto que foi determinado a partir da 















Anexo XIII – Estatística descritiva dos parâmetros estudados (meses 0, 1, 3 e 6) e teste de 
normalidade 
Tabela XIII-1 - Estatística descritiva dos parâmetros hemoglobina, HbS, bilirrubina, LDH, RDW, reticulócitos, 
leucócitos, neutrófilos, FA, MPO, RMHb e RTM ao longo dos meses de toma de citrulina e teste de normalidade 
Shapiro-Wilk 




(Teste de normalidade 
Shapiro-Wilk) 
Hemoglobina (g/dL) 
0 12 8,68 8,90 6,30 11,50 1,55 0,943 
1 10 8,46 8,35 7,00 11,00 1,09 0,168 
3 9 8,30 8,60 5,70 12,10 1,79 0,213 
6 7 8,32 8,40 6,40 11,30 1,61 0,389 
HbS (%) 
0 11 76,11 77,00 62,80 88,0 8,14 0,797 
1 7 79,54 77,90 69,40 88,70 6,82 0,797 
3 7 81,20 80,90 76,40 88,00 4,58 0,523 
6 6 80,53 78,00 76,00 89,00 5,59 0,077 
Bilirrubina (mg/dL) 
0 12 2,40 1,81 1,26 5,57 1,52 0,001 
1 8 1,94 1,79 0,97 3,40 0,83 0,595 
3 7 1,82 2,13 1,00 2,59 0,66 0,171 
6 7 2,26 2,28 1,50 3,15 0,53 0,989 
LDH 
0 11 468,18 451 328 793 127,09 0,031 
1 9 460,77 457 305 652 118,63 0,636 
3 9 516,77 519 275 774 180,13 0,545 
6 5 491,00 505 343 690 130,69 0,673 
RDW 
0 10 21,99 22,05 17,20 25,70 2,32 0,790 
1 8 24,63 24,35 22,3 26,5 1,62 0,260 
3 6 24,16 24,15 21,00 27,50 2,59 0,543 
6 7 22,97 23,10 19,00 27,70 2,78 0,701 
Reticulócitos 
0 12 6,92 6,00 2,14 12,38 3,39 0,333 
1 10 9,07 8,56 5,07 17,70 3,93 0,195 
3 9 7,82 8,46 4,34 12,90 2,84 0,580 
6 7 7,37 7,16 5,60 9,90 1,56 0,496 
Leucócitos 
0 10 13640 1045 7000 33100 7448,98 0,001 
1 8 13412,50 12050 7000 25900 6147,57 0,300 
3 8 12514,29 9400 8200 21900 5283,44 0,073 
6 7 10328,57 10400 7100 13500 2443,85 0,602 
Neutrófilos 
0 10 5101,50 5007,50 1580 8610 2107,34 0,978 
1 8 6579,00 5806 1860 12020 3851,72 0,478 
3 8 5711,43 3520 2510 11360 3394,45 0,132 
6 7 5283,71 5040 3200 8420 2070,13 0,304 
FA (mol/g Hb/h) 
0 14 368,61 347,10 217,74 605,44 107,1 0,585 
1 7 382,06 412,62 255,80 478,07 86,53 0,430 
3 2 239,09 239,09 226,70 251,49 17,53 -- 
6 6 381,31 355,13 295,60 529,58 81,86 0,296 
MPO (ng/mL) 
0 14 37,45 29,56 14,14 78,63 18,58 0,162 
1 5 38,88 30,08 11,67 62,92 22,70 0,271 
3 4 33,47 36,00 15,87 46,01 12,68 0,559 
6 4 52,53 54,25 38,65 62,97 10,20 0,716 
RMHb (mol/g Hb/min) 
0 13 23,96 21,90 12,40 48,55 9,44 0,071 
1 7 21,61 20,84 12,89 30,54 6,66 0,678 
3 2 25,44 25,44 20,13 30,74 7,49 -- 
6 6 23,71 21,79 16,49 37,88 7,40 0,087 
RTM (mmol/lcel/h) 
0 4 5,17 4,90 4,21 6,65 1,05 0,485 
1 4 3,71 3,81 2,99 4,22 0,51 0,475 
3 3 4,32 4,99 2,93 5,05 1,20 0,045 
6 3 5,24 4,70 4,41 6,62 1,19 0,230 




Anexo XIV - Correlações entre os parâmetros estudados normalizados e o tempo da toma 


























Figura XIV-1- Correlação entre os níveis de hemoglobina normalizados e o tempo (meses) da toma do 
suplemento citrulina (p=0,803; coeficiente de correlação=-0,042) 
Figura XIV-2- Correlação entre os níveis de HbS normalizados e o tempo (meses) da toma do suplemento 





























Figura XIV-3 - Correlação entre os níveis de bilirrubina normalizados e o tempo (meses) da toma do 
suplemento citrulina (p=0,198; coeficiente de correlação=0,226) 
Figura XIV-4 - Correlação entre os níveis de LDH normalizados e o tempo (meses) da toma do suplemento 




























Figura XIV-5 - Correlação entre os níveis de RDW normalizados e o tempo (meses) da toma do suplemento 
citrulina (p=0,957; coeficiente de correlação=0,010). 
 
 Figura XIV-6 - Correlação entre os níveis de reticulócitos normalizados e o tempo (meses) da toma do 





























 Figura XIV-7 - Correlação entre os níveis de leucócitos normalizados e o tempo (meses) da toma do suplemento 
citrulina (p=0,075; coeficiente de correlação=-0,320). 
Figura XIV-8 - Correlação entre os níveis de neutrófilos normalizados e o tempo (meses) da toma do 





























 Figura XIV-9 - Correlação entre os níveis de FA normalizados e o tempo (meses) da toma do suplemento citrulina 
(p=0,284; coeficiente de correlação=0,210).      
Figura XIV-10 - Correlação entre os níveis de MPO normalizados e o tempo (meses) da toma do suplemento 



















Figura XIV-11 - Correlação entre os níveis de RMHb normalizados e o tempo (meses) da toma do suplemento 
citrulina (p=0,139; coeficiente de correlação=0,305). 
